Implication de la MAPK kinase kinase DLK dans la différenciation des kératinocytes by Lachance, Gabriel
IMPLICATION DE LA MAPK KINASE KINASE DLK DANS LA DIFFERENCIATION 
DES KERATINOCYTES 
par 
Gabriel Lachance 
memoire presente au Departement de biologie en vue 
de l'obtention du grade de maitre es sciences (M.Sc.) 
FACULTE DES SCIENCES 
UNIVERSITE DE SHERBROOKE 
Sherbrooke, Quebec, Canada, mai 2009 
1*1 Library and Archives Canada 
Published Heritage 
Branch 
395 Wellington Street 
Ottawa ON K1A 0N4 
Canada 
Bibliotheque et 
Archives Canada 
Direction du 
Patrimoine de I'edition 
395, rue Wellington 
Ottawa ON K1A 0N4 
Canada 
Your file Votre reference 
ISBN: 978-0-494-53174-7 
Our file Notre reference 
ISBN: 978-0-494-53174-7 
NOTICE: AVIS: 
The author has granted a non-
exclusive license allowing Library and 
Archives Canada to reproduce, 
publish, archive, preserve, conserve, 
communicate to the public by 
telecommunication or on the Internet, 
loan, distribute and sell theses 
worldwide, for commercial or non-
commercial purposes, in microform, 
paper, electronic and/or any other 
formats. 
L'auteur a accorde une licence non exclusive 
permettant a la Bibliotheque et Archives 
Canada de reproduire, publier, archiver, 
sauvegarder, conserver, transmettre au public 
par telecommunication ou par I'lntemet, preter, 
distribuer et vendre des theses partout dans le 
monde, a des fins commerciales ou autres, sur 
support microforme, papier, electronique et/ou 
autres formats. 
The author retains copyright 
ownership and moral rights in this 
thesis. Neither the thesis nor 
substantial extracts from it may be 
printed or otherwise reproduced 
without the author's permission. 
L'auteur conserve la propriete du droit d'auteur 
et des droits moraux qui protege cette these. Ni 
la these ni des extraits substantiels de celle-ci 
ne doivent etre imprimes ou autrement 
reproduits sans son autorisation. 
In compliance with the Canadian 
Privacy Act some supporting forms 
may have been removed from this 
thesis. 
Conformement a la loi canadienne sur la 
protection de la vie privee, quelques 
formulaires secondaires ont ete enleves de 
cette these. 
While these forms may be included 
in the document page count, their 
removal does not represent any loss 
of content from the thesis. 
Bien que ces formulaires aient inclus dans 
la pagination, il n'y aura aucun contenu 
manquant. 
1*1 
Canada 
Le 20 mai 2009 
lejury a accepte le memoire de M. Gabriel Lachance dans sa version finale. 
Membres dujury 
M. Richard Blouin 
Directeur 
Departement de biologie 
M. Luc Gaudreau 
Membre 
Departement de biologie 
M. Viktor Steimle 
President-rapporteur 
Departement de biologie 
SOMMAIRE 
Ce projet de maitrise s'inscrit dans un effort de recherche visant a caracteriser le role de la 
proteine dual leucine zipper-bearing kinase (DLK) dans la peau. Plusieurs donnees ont ete 
generees par les travaux combines de notre laboratoire avec le laboratoire d'organogenese 
experimental (LOEX). Lorsque surexprimee dans des cellules en culture, DLK induit la 
differenciation spontanee des cellules de l'epiderme, les keratinocytes. Dans ces conditions, 
DLK active une proteine centrale dans la differenciation des keratinocytes; la 
transglutaminase de type 1 (TGM1). Recemment, l'etude de l'epiderme des souris knockouts 
pour le gene DLK a montre l'importance de cette kinase dans la formation de la couche 
cornee de la peau murine. Nous avons utilise l'approche de l'ARN a interference afin 
d'etudier specifiquement la fonction de DLK dans la differenciation des keratinocytes 
normaux en culture. L'approche developpee sur ce modele a ete transposed sur un modele de 
peaux reconstruites in vitro. 
La mise au point de la technique des ARN interferents ciblant l'ARNm de DLK dans les 
keratinocytes a ete faite a partir d'une lignee de carcinome spinocellulaire cutane. La 
diminution de 1'expression de DLK par des ARN interferents dans ce modele induit la 
fragmentation de l'ADN et l'arret du cycle cellulaire. L'apoptose est observee par le clivage 
du substrat des caspases, la proteine poly-ADP-ribose polymerase (PARP), specifiquement 
lorsque DLK est depletee dans les cellules cancereuses. La mort cellulaire est correlee avec la 
diminution des proteines Hsp70 et RelA, deux facteurs reconnus pour leur role positif sur la 
survie dans les keratinocytes. La surexpression de deux mutants sans activite kinase de DLK 
a corrobore les resultats obtenus avec le knockdown de DLK et suggere que 1'activite de 
DLK protege les cellules de l'apoptose. Dans ces keratinocytes transformes, DLK a un role 
pro-survie qui n'est pas observe dans des keratinocytes normaux ou dans des fibroblastes 
normaux provenant du derme. 
n 
La diminution de l'expression de DLK par l'ARN a interference dans les keratinocytes 
normaux humains (NHK) a confirme son role important dans la differenciation. Les NHK 
depletes de DLK on une morphologie ressemblant aux keratinocytes non-differencies. Les 
NHK qui expriment un shRNA ciblant la forme humaine de DLK, contrairement aux NHK 
infectees par le vecteur vide ou un shRNA contre la forme murine de DLK, ont tres peu de 
jonctions adherentes de type desmosome. Cela se traduit par un detachement plus rapide du 
feuillet de keratinocytes depletees de DLK lorsque traitees a la trypsine comparativement aux 
cellules controles. La surexpression de DLK induit d'environ 50 % l'activite 
transglutaminase et a l'inverse, par l'approche de l'ARN a interference, la depletion de DLK 
fait diminuer de 30 % l'activite transglutaminase dans les NHK differenciees. Aussi, la 
diminution de l'expression de DLK induit la fragmentation de l'ADN des NHK comme le 
faisait la surexpression de DLK. Au niveau moleculaire, les shRNA ciblant la forme humaine 
de DLK n'induisent pas le clivage de la PARP, n'affectent pas la proteine pro-survie Aktl et 
n'ont pas non plus d'effet significatif sur la phosphorylation des MAPK. Cependant, la sous-
unite RelA du facteur de transcription est moins exprimee dans les NHK tres differencies 
lorsque DLK est depletee. Globalement, ces resultats suggerent que DLK est importante pour 
la differenciation des keratinocytes en favorisant la formation des jonctions adherentes de 
type desmosome et en activant la TGM1 qui polymerise certaines proteines desomosomales. 
Certains resultats indiquent que DLK pourrait aussi reguler une partie de la cascade de NF-
KB, une voie de signalisation importante pour la transition entre l'arret de croissance et la 
differenciation dans les keratinocytes. 
Finalement, 1'infection des epidermes reconstruits in vitro avec des shRNA diriges contre 
DLK a confirme l'importance de la proteine dans l'adherence des cellules de l'epiderme et 
dans la formation de la couche cornee. En effet dans ce modele, le knockdown de DLK 
amene un detachement du feuillet de cellules differenciees de la couche non differenciee. 
Lorsque les cellules de l'epiderme sont infectees par deux shRNA differents ciblant la forme 
humaine de DLK, il n'y pas de couche cornee formee, tandis que les cellules infectees par un 
vecteur vide ou un shRNA ciblant la forme murine de DLK produisent une couche cornee 
normale. Tous ces resultats supportent le role preponderant de DLK dans l'epiderme. 
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INTRODUCTION 
1. L'epiderme 
La peau est un organe dote d'une fonction cruciale de protection. Elle protege contre 
certaines agressions physiques, chimiques, biologiques, virales et irradiantes. Ces fonctions 
sont principalement exercees par la couche superficielle de la peau, l'epiderme. L'epiderme 
differe du derme par la singularity des cellules, les keratinocytes, qui peuplent en majorite ce 
tissu specialise. Ces dernieres sont organisees en differentes couches qui correspondent a une 
progression constante vers le stade tres differencie de la couche cornee. Pour y parvenir, un 
keratinocyte devra faire un passage oblige a travers la couche basale, epineuse et granuleuse 
(voir figure 1). 
Couche
 v » 
granuleuse 
•-Gouche -
epineuse 
. basilafeK, 
TGM1 
TGM3 
TGM5 
^ • s a > - o_ S~ • \ ^ 
Loricrine 
Filaggrine 
Involucrine 
Kcratinc I. 10 
Keratine 5, 14 
Modify de Fuchs el al. 2003 
Figure 1. Representation schematised des differentes strates de cellules composant 
l'epiderme et les marqueurs de differenciation associes. Dans l'ordre de progression du 
processus de maturation, les cellules de l'epiderme se differencient en passant de la couche 
basale, a la couche epineuse en passant par la couche granuleuse pour finalement produire la 
couche cornee de la peau (a gauche). Chaque couche exprime des biomarqueurs permettant 
de determiner specifiquement le niveau de differenciation des cellules (a droite). 
Plusieurs modeles illustrant les mecanismes de differentiation des keratinocytes stipulent que 
ce processus est principalement consacre a l'etablissement d'une couche cornee 
fonctionnelle, laquelle occuperait la majorite des fonctions de l'epiderme decrites plus haut 
(Nemes et Steinert, 1999). 
1.1. Couche basa\e-(stratum germinativuni): 
La couche basale est le point de depart du processus de differentiation. A cet endroit, les 
cellules sont adherees a la membrane basilaire, riche en matrice extracellulaire; c'est la 
jonction derme-epiderme (figure 1, p.l). Les cellules souches de la peau s'y trouvent et 
produiront une progeniture appelee cellules amplificatrices transitoires, ces dernieres formant 
la population majoritaire de la couche basale (Alonso et Fuchs, 2003). La differentiation des 
keratinocytes demande au prealable l'exclusion des cellules du cycle cellulaire (Fuchs, 1990). 
Eventuellement, le programme de differentiation arretera la proliferation et entrainera la 
degradation du bagage genetique. Les cellules amplificatrices transitoires ont un nombre 
limite de divisions avant de s'exclure du cycle cellulaire pour entrer dans le processus de 
differentiation (Watt, 1998). La perte de contact des cellules basales a la membrane basilaire 
serait le premier signal de proliferation et de migration vers les couches superieures (Fuchs, 
2007). Un modele stipule que les cellules ayant la plus grande quantite d'integrines, comme 
les cellules souches epidermiques, auraient aussi le plus fort potentiel d'attachement a la 
membrane basilaire et le plus fort potentiel de proliferation. En contrepartie, les cellules 
ayant de faibles niveaux d'integrines seraient vouees a entrer dans le programme de 
differentiation a defaut de participer au peuplement de l'epiderme (Mackenzie, 1970). 
2 
1.2. Couche epineuse (stratum spinosum): 
Une cellule mere de la couche basale fera un tour de mitose pour engendrer une cellule fille 
qui migrera vers la couche epineuse. C'est a ce niveau que les premiers signes de 
differenciation seront notables. Entre autres, de nouveaux filaments intermediaries seront 
synthetises; les keratines 1 et 10, associees aux stades de differenciation plus avances (Watt, 
1989). Ces filaments seront utilises pour la construction de jonctions specialisees : les 
desmosomes (figure 2). 
Plaque d'attachement: 
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Figure 2. Deux representations des desmosomes. Schematisation illustrant l'ancrage forme 
a partir des cadherines et reliant les reseaux de keratines de deux cellules voisines (a 
gauche). Brievement, les cadherines des deux cellules situees dans l'espace extracellulaire se 
joignent en utilisant le calcium comme cofacteur et forment une plaque d'attachement qui 
connecte le reseau de keratine de chaque cellule. La formation de desmosome permet aux 
cytosquelettes des deux cellules de se relier pour conferer une resistance mecanique accrue et 
permettre ainsi la construction de multiples feuillets de cellules differenciees. Visualisation 
des desmosomes au microscope a partir de keratinocytes humains normaux en culture (a 
droite). Les desmosomes ressemblent a des ponts cellules-cellules. 
3 
1.2.1. Les desmosomes 
Ces jonctions serrees sont un des premiers signes microscopiques de differentiation et sont 
produites a partir d'un enchevetrement de recepteurs a la surface de la membrane nommes 
cadherines (figure 2, p.3). Les cadherines exprimees majoritairement dans les epitheliums 
sont les desmogleines et desmocollines. Ces proteines utilisent le calcium comme cofacteur 
pour creer un pont avec une cadherine de la cellule voisine (Yin et ah, 2004; Kitajima et ah, 
2002). Differentes proteines echafaud, comme les plakoglobines, plakophilines et 
desmoplakines permettent de relier ces jonctions aux filaments intermediaries (Garrod et ah, 
2002). Des composantes extracellulaires secretees par la cellule, comme la corneodesmosine, 
s'ajoutent a la jonction. Ce type de jonction adhere les cellules a la membrane basilaire 
(hemidesmosome) et les cellules entrent elles (desmosome), conferant ainsi une resistance 
mecanique importante aux cellules differenciees. En avancant dans le programme de 
differentiation, un keratinocyte sera expose a une concentration de plus en plus elevee de 
calcium (Menon et ah, 1985). Le calcium est un agent bien connu pour favoriser la 
differentiation des keratinocytes en culture (Bikle et ah, 1993; Kolly et ah, 2005; Seo, et ah, 
2005), mais son role pro-differenciateur serait effectif seulement lorsque les cellules auraient 
atteint la confluence (Poumay et Pittelkow, 1995; Kolly et ah, 2005). Le calcium regule la 
cohesion du feuillet de keratinocytes en favorisant l'apparition et le maintien des 
desmosomes et augmente l'activite d'une classe d'enzyme ayant des roles cles dans la 
maturation des keratinocytes: les transglutaminases (Eckert et ah, 2005). L'activite 
transglutaminase catalyse la transamidation calcium-dependante des residus de deux acides 
amines differents, generalement les glutamines et lysines. Ce pontage est irreversible et 
represente une modification tres efficace pour rendre insoluble et solidifier un ensemble de 
proteines. 
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1.2.2. Les transglutaminases des keratinocytes. 
II existe neuf proteines differentes dans la classe d'enzymes transglutaminase, dont huit ont 
une activite enzymatique connue. Les cellules de l'epiderme synthetisent principalement trois 
transglutaminases. Les transglutaminases 1 (TGM1), 3 (TGM3) et 5 (TGM5). La TGM1 est 
celle dont 1'expression et 1'activite sont les plus importantes dans les cellules de la peau. La 
TGM3 a un patron d'expression similaire a la TGM1 et serait elle aussi associee aux 
keratinocytes differencies. La TGM5 est surtout exprimee dans les couches epineuse et 
granuleuse et possiblement dans la couche basale (Candi et ah, 2002; Eckert et ah, 2005). La 
TGM1 a un role central et non redondant dans la formation de la peau. La demonstration la 
plus evidente du role preponderant de cette enzyme vient d'une equipe de l'universite de 
Tokyo qui a mis en presence d'un colorant en solution des embryons homozygotes knockouts 
(KO) pour le gene de la TGM1. Alors qu'une peau normalement formee devrait offirir une 
impermeabilite totale, les souris KO sont entierement colorees de bleu (figure 3), demontrant 
une anomalie importante dans la fonction impermeabilisante de la peau. Ces souriceaux 
meurent par deshydratation (Kuramoto et ah, 2002). 
La perte de la transglutaminase 1 rend permeable la peau 
des souris knockout. 
$$•§§€-1 : *€ I CCC 
TGM1*'* TGMt 
Modifie de Kuramoto et a/.. 2002 
Figure 3. Les souris KO pour le gene de la transglutaminase sont comparees aux souris 
de type sauvage lors d'une experience appreciant la permeabilite de la peau. A partir 
d'un certain stade de developpement, un embryon normal acquiert une peau impermeable qui 
le protegera de la deshydratation. Ceci est observable par la protection conferee aux 
souriceaux contre l'intrusion du colorant bleu de toluidine (a gauche). Cette protection est 
dependante de la TGM1 puisque les souriceaux TGMr ;" ont une peau permeable au colorant 
(a droite). Ces memes souriceaux meurent par deshydratation apres leur naissance. 
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La TGM1 est regulee au niveau transcriptionnel par 1'expression tissu specifique de son 
gene, par la presence d'un cofacteur (le calcium), par sa localisation cellulaire, par clivage 
proteolytique et par interaction avec le regulateur tazarotene-induced protein 3 (TIG3) 
(Sturniolo et al, 2003). Des experiences d'hybridation in situ ont associe l'ARNm de la 
TGM1 majoritairement a la couche granuleuse (Thacher et al, 1985). En utilisant des 
anticorps specifiques, la presence de la proteine a ete detectee dans les cellules du stratum 
granulosum (Kim et al, 1995). Finalement, son activite a ete associee toujours au meme 
stade de differenciation en utilisant un substrat marque dans des conditions de pH isolant 
l'activite de la TGM1 seulement (Raghunath et al., 1998; Iizuka et al., 2003). L'enzyme est 
modifiee par addition de groupement myristate et palmitate. L'ajout de ces groupements lies 
de maniere covalente au polypeptide permet d'ancrer la TGM1 a la surface interne de la 
membrane plasmique (Steinert et al., 1996). Cette modification fait partie du mode 
d'activation de l'enzyme et sa translocation a la membrane est une consequence de la mise en 
place des premiers signaux d'activation de la differenciation, comme la confluence ou l'ajout 
de calcium (figure 4, p. 7). A partir de cet endroit, le polypeptide de 106 kDa peut etre clive 
en trois formes de 10, 33 et 67 kDa toutes retenues par des liens non covalents. Le complexe 
clive a une activite enzymatique plus forte et plus specifique que le polypeptide pleine-
longueur (Hitomi et al., 2005). Aussi, les formes les plus petites ont une demi-vie plus courte 
tout en etant responsables de la majeure partie de l'activite TGM1 specifique totale (Kim et 
al., 1995). Des anticorps reconnaissant specifiquement les sites de clivages ont ete utilises 
pour montrer que les fragments sont presents dans les couches epineuses et supra basales 
(figure 5, p.8) (Iizuka et al., 2003). 
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Modele de myrystoylation et palmitoylation de la transglutaminase 1 dans 
des keratinocytes en proliferation. 
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Activation de la transglutaminase 1 par clivage proteolytique dans des 
keratinocytes en differenciation terminale. 
Modifie de Candi ef a/., 2005 
Figure 4. Modele englobant les modifications post-traductionnelles regulant l'activite de 
la TGM1 dans des keratinocytes en proliferation (A) et en differenciation (B). La TGM1 
est exprimee faiblement dans les keratinocytes peu differencies et est ancree a la membrane 
plasmique par ajout de groupements myristates (M) sur des residus serines et asparagines 
dans la portion N-terminale de l'enzyme (A). Lors de la differenciation terminale, 
1'expression de la transglutaminase est augmentee. La proteine est ancree a la membrane par 
acylation de groupements myristate (M) et palmitate (P) sur des residus asparagine et serine 
respectivement, toujours dans la portion N-terminale. L'activation proteolytique de la TGM1 
est une autre consequence de l'induction de la differenciation et les trois fragments clives de 
10, 33 et 67 kDa sont relies par interaction non covalente principalement a la membrane et 
ensuite au cytoplasme ou le fragment de 67 kDa, le domaine catalytique, a la plus forte 
activite (B). 
Forme clivee de 33 kDa. Forme clivee de 67 kDa. 
Figure 5. Patron de detection et localisation cellulaire des formes clivees de la TGM1 de 
33 et 67 kDa dans la peau humaine. En utilisant des anticorps diriges contre les formes 
clivees de la TGM1, le fragment de 33 kDa est surtout detecte (en vert) dans la couche 
cornee de l'epiderme humain et faiblement dans la couche basale (A). Le fragment de 67 
kDa, possedant la plus forte activite catalytique, est detecte (en vert) a partir de la couche 
epineuse et est majoritaire dans la couche granuleuse (B). Les noyaux ont ete colores en 
rouge. 
Cette regulation par clivage proteolytique est connue depuis peu et est specifique a la TGM1 
et la TGM3 (Eckert et ai, 2005). La ou les proteases n'ont pas ete identifiees jusqu'a 
maintenant, mais des evidences suggerent que des calpaines ou des cathepsines pourraient 
cliver la TGM1. Une etude parue en 1998 (Kim et al 1998) montre qu'un inhibiteur de la 
famille des calpaines diminue la formation des corneocytes en reduisant l'activation 
proteolytique de la TGM1. D'une maniere plus evidente, le KO du gene codant pour la 
protease de la famille des cathepsines, la cathepsine D, reduit la proteolyse de la TGM1 et 
amene une malformation de la couche cornee (figure 6, p.9). Aussi, la couche cornee est plus 
epaisse malgre une activite transglutaminase totale trois fois moindre (Egberts et al. 2004). 
Finalement, la TGM1 est phosphorylee sur deux residus, serines 82 et 85, avec ou sans 
traitement au phorbol 12-myristate 13-acetate ((PMA)-agoniste de la proteine kinase C 
(PKC) stimulant la differenciation des keratinocytes), mais le role de cette phosphorylation 
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est totalement inconnu, comme Test l'identite de la ou des kinases impliquees (Rice et al, 
1996). 
Catheps ine D Egberts et al.. 2004 
Figure 6. La deletion de la cathepsine D dans un modele murin entraine une 
malformation de l'epiderme et une alteration des differents marqueurs de 
differenciation terminate, dont la loricrine. L'aspartyl protease cathepsine D serait 
importante pour le clivage et l'activation de la TGM1 dans les keratinocytes. Les souris 
knockouts pour la cathepsine D ont une sous-representation, comparativement aux souris 
sauvages (a gauche), de plusieurs marqueurs de differenciation, dont la loricrine (a droite) 
associee aux couches granuleuse et cornee. La deletion complete du gene codant pour la 
cathepsine D, comparativement a la perte d'un allele (au centre) entraine une malformation 
prononcee de la peau visible par l'amincissement de l'epiderme et la surproduction de couche 
cornee (a droite). 
1.3. La couche granuleuse (stratum sranulosum): 
La couche granuleuse est la troisieme couche formant l'epiderme et le site de la deuxieme 
phase de differenciation des keratinocytes (figure 1, p.l). La couche granuleuse est la 
derniere couche de cellules nucleees de la peau. A partir de ce point, le noyau des cellules est 
specifiquement degrade par des nucleases (McCall et al, 1991). La degradation du bagage 
genetique des keratinocytes est facilement detectable et constitue un marqueur de 
differenciation terminale. Cette couche tient son nom des granules appelees keratohyalines, 
lesquelles sont formees de precurseurs qui seront utilises pour accroitre de nouveau la rigidite 
et l'insolubilite des cellules (Ishida-Yamamoto et al., 1998). Ces precurseurs, des molecules 
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comme la loricrine, l'involucrine, la filaggrine, les small proline riche proteins (SPR) et les 
proteines de la famille des S100, seront transamides majoritairement par l'activite de la 
TGM1 (Ishida-Yamamoto et al, 1998). Lors de la differentiation terminate, des proteases 
sont aussi secretees a partir des corps lamellaires ou keratinosomes qui sont des vesicules 
provenant de l'appareil de Golgi (Ishida-Yamamoto et al, 2004). Ces proteases ont la 
capacite de degrader les desmosomes et ainsi permettre la desquamation des cellules tres 
differenciees, construisant ainsi un empilement de squames (corneocytes empiles) (Milstone, 
2004). A partir de ce point, la majorite des enzymes et proteines presentes constitueront les 
composants necessaires a la derniere transformation de la cellule. 
1.4. Couche cornee (stratum corneum): 
La couche cornee est l'aboutissement du processus de differentiation de l'epiderme. A cet 
endroit, les keratinocytes ne sont plus que des sacs anuclees totalement insolubles et tres 
resistants aux stress mecaniques et thermiques. Encore par l'activite de la TGM1, des lipides 
remplaceront la membrane plasmique par pontage covalent. Des co-hydroxyceramides seront 
lies par une reaction d'esterification aux proteines de la matrice des corneocytes, comme 
l'involucrine (Steinert et al., 1996; Nemes et al., 1999). La derniere modification dans cet 
enchevetrement de tissu squameux est la secretion de lipides et de ceramides qui scelleront 
de facon impermeable la couche de cellules en fin de differentiation. L'espace intercellulaire 
des corneocytes est compose de cholesterol, de ceramides et d'acides gras, des composes 
presents dans les vesicules synthetisees plus tot dans la couche granuleuse (Ishida-Yamamoto 
et al., 1998). L'epiderme forme, les cellules de la couche cornee finiront par etre arraches de 
la surface par differents stress (blessure, brulure, rayons UV) et le processus devra reprendre 
depuis la cellule mere de la couche basale. De facon naturelle, l'epiderme prend environ 14 
jours a se former. 
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2. La transmission des signaux de differentiation 
La sequence d'evenements partant de la division des cellules souches de l'epiderme, passant 
par la differentiation des keratinocytes jusqu'a la formation d'une peau fonctionnelle est 
importante. Aussi, la coordination des evenements faisant evoluer une cellule a travers tous 
ces stades de maturation est un phenomene qui interesse la communaute scientifique, entre 
autres par les pathologies reliees a la deregulation de ces cascades. Une chose qu'ont en 
commun la plupart des genes relies a la differentiation des keratinocytes est la presence de 
sequences de regulation sous le controle du facteur de transcription activator protein-1 (AP-1) 
(Dotto et al, 1999). Parmi ceux-ci, plusieurs genes de la famille des keratines, des 
transglutaminases, le gene de la filaggrine, de l'involucrine, et de la loricrine (Angel et al., 
2001). Le facteur de transcription AP-1 est un heterodimere forme de plusieurs monomeres 
de facteurs de transcription de la famille de Fos, ATF et Jun (Hess et al, 2004; Turjanski et 
al, 2007). La composition des dimeres de AP-1 et la phosphorylation des monomeres par des 
kinases en amont, entre autres, permettent au facteur de transcription d'activer plusieurs 
genes a travers differentes conditions (Angel et al, 2001). Le facteur de transcription AP-1 
est active par divers facteurs de croissance, cytokines, oncogenes et agents carcinogenes 
(Angel et Karin, 1991; Karin et al, 1997). Dans l'epiderme humain, les composants JunB et 
JunD sont exprimes majoritairement dans les cellules des couches basales et epineuses tandis 
que c-Jun et c-Fos sont associes aux keratinocytes des couches granuleuses et cornee (Angel 
et al, 2001). Les souris KO des differents genes codant pour les monomeres composant AP-1 
ne permettent pas toujours de valider le role des facteurs de transcription dans l'epiderme. 
Par exemple, la deletion de c-Jun restreinte seulement a l'epiderme affecte la proliferation 
des keratinocytes de souris (Zenz et al, 2003). Chez l'humain, c-Jun est exprimee dans les 
couches non proliferatives par opposition a la souris, ou son expression est detectable dans la 
couche basale (Angel et al, 2001). Malgre cette contradiction, la souris KO confirme que 
l'expression differentielle des monomeres d'AP-1 est directement impliquee dans la fonction 
d'AP-1 dans la peau. Un second mode d'activation de la transcription par AP-1 est induit par 
une cascade d'evenements remontant a un stimulus extracellulaire. Le premier evenement de 
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cette cascade est Pactivation d'un recepteur a la surface de la cellule. Ensuite, une kinase 
intrinseque ou associee au recepteur lance une cascade de phosphorylation vers le cytoplasme 
en activant la voie de signalisation des mitogen-activatedprotein kinase (MAPK) (figure 7). 
Les MAPK sont un groupe d'enzymes qui catalysent la transmission des signaux-ATP 
dependante des recepteurs de la surface d'une cellule jusqu'a une reponse complete au niveau 
du noyau. Par exemple, il a ete demontre que certaines formes dominantes negatives des 
MAPK interferent avec l'induction AP-1 -dependante du gene de l'involucrine (Efimova et 
al.9 1998). Le phosphorelais constitue des kinases membre de la famille des (MAPK) (figure 
7) est connu depuis au moins 50 ans. Mais la transmission des signaux MAPK-dependant'e 
qui permet a un keratinocyte d'entrer et de progresser dans les differents stades de 
differenciation est un processus encore mal compris. 
Stimulus 
MAPKKK 
MAPKK 
MAPK 
Reponse 
biologique 
facteurs de croissance, 
hormones 
Facteursde croissance 
Stress 
Stress, cytokines 
inflammatoires, facteurs 
decroissance 
Crotssame, 
differenciation. 
developpement, 
oncogenese 
Oeveloppement 
Differenciation, 
developpement 
Inflammation, 
croissance, apoptose, 
developpement, 
differenciation 
Stress, cytokines 
inflammatoires, facteurs 
de croissance 
Inflammation, apoptose, 
developpement, 
differenciation, 
transformation 
Figure 7. Schema de transduction des signaux par les cascades de phosphorylation des 
membres de la famille des MAPK. Robitaille, K, 2006. 
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2.1. Les mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
La famille des MAPK est classee en trois grands groupes : les c-Jun N-terminal kinases 
(JNK), extracellular signal-regulated kinases (ERK) et p38 (figure 7, p. 12). Les membres 
des MAPK sont responsables de la communication entre la surface de la cellule et le noyau. 
La transmission des stimuli se fait par l'activation d'une MAP3K qui active par 
phosphorylation une MAP2K qui active a son tour une MAPK, toujours par phosphorylation 
(figure 7, p. 12). Le signal est done centre autour d'une cascade qui permet de rapidement 
relayer, amplifier et traduire un stimulus en reponse genique. Bien qu'il existe des 
redondances et des coactivations, la famille JNK est generalement activee par les cytokines, 
les UV, les chocs osmotiques, thermiques et les ceramides (Harper et LoGrasso, 2001; 
Manning et Davis, 2003; Weston et Davis, 2007). JNK joue un role dans differents processus 
comme l'apoptose, la tumorigenese et la differencial on. La famille ERK est surtout activee 
en reponse a des facteurs de croissance (Cuevas et al, 2007; McCubrey et al, 2007; 
Turjanski et al, 2007). Son role est centre sur la proliferation et la survie, mais aussi en partie 
pour la proliferation normale et cancereuse. La famille p38 est globalement activee par des 
cytokines inflammatoires et par radiations UV (Kumar et al, 2003; Raman et al, 2007; 
Loesch et Chen, 2008). p38 participe aussi a la proliferation normale ou tumorale (Hui et al, 
2007; Loesch et Chen, 2008). 
2.1.1. c-Jun N-terminal kinase (JNK) 
II existe trois genes differents dans la famille des JNK : JNK1, 2 et 3. Dans la peau, les trois 
proteines sont exprimees. JNK1 existe sous deux isoformes : JNKla et JNK1(3. JNK2 existe 
aussi en deux isoformes : JNK2a et JNK2p\ Chacun des JNK possede deux isoformes 
supplementaires, une forme longue et une forme courte (Manning et Davis, 2003). En tout, 
les keratinocytes synthetisent 10 proteines JNK differentes. Les JNK sont des 
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serines/threonines kinases qui ont pour cibles majoritaires des facteurs de transcription. Dans 
les keratinocytes, l'activation par JNK3 est plus marginale, cette derniere etant plus 
importante et mieux caracterisee dans les tissus nerveux (Manning et Davis, 2003). JNK1 et 
2 sont particulierement bien connus pour activer certaines des composantes du complexe AP-
1 dans les keratinocytes (Zenz et Wagner, 2006). La peau des embryons JNK1"'" et JNK2"A 
montre des malformations ressemblant respectivement a de l'hypoplasie des differentes 
couches de l'epiderme et a une proliferation accentuee de l'epiderme (Figure 8A, p. 19) 
(Weston et al, 2004). Les JNK, par 1'intermediate du facteur de transcription AP-1, 
controlent en partie 1'expression de marqueurs de differentiation associes aux keratinocytes 
comme la TGM1, l'involucrine, la loricrine et le recepteur de Yepidermal growth factor 
(EGFR) (Dotto, 1999; Angel et al, 2001; Zenz et al. 2005). Particulierement chez les souris 
JNK1"7", 1' expression de la keratine 10, de la loricrine et de l'EGF est affaiblie, mais c'est en 
partie l'inverse chez les souris JNK2"". Les souris KO JNK2 ont une expression plus forte de 
keratine 10 et de loricrine comparee aux souris sauvages (Weston et al, 2004). In vitro, le 
traitement des keratinocytes au SP600125, un inhibiteur pharmacologique de la famille JNK, 
induit la differenciation terminate des cellules traitees (Gazel et al., 2006). Le raeme 
inhibiteur reduit la croissance et la formation de tumeurs d'une lignee de carcinomes spino-
cellulaires, les HNSCC (Gross, 2007). 
Les membres de la famille JNK jouent un role dans la proliferation, notamment dans le cas 
de cellules cancereuses. En absence du suppresseur de tumeur phosphatase and tensin 
homolog (PTEN), le niveau basal d'activation de JNK est plus eleve dans les fibroblastes 
embryonnaires PTEN7". Lorsque le gene codant pour JNK2 est inactive dans un modele murin, 
les souris developpent moins de papillomes suite a un traitement au 12-0-
tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA), un agent cancerigene (Chen et al., 2001). Ceci est 
aussi vrai pour JNK1; les souris JNK1"7" ont des tumeurs moins importantes dans les tissus 
gastriques, lorsque traitees avec un agent carcinogene (7V-methyl-7V-nitrosourea) (Shibata et 
al, 2008). Des etudes in vitro faites sur des fibroblastes isoles de souris KO et exposes aux 
UV et au tumor necrosis factor-a (TNFa) associent un role davantage proapoptotique a JNK1 
(Hochedlinger et al, 2002, Liu et al, 2004). Une redondance dans l'activite des deux JNK 
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est connue (Jaeschke et al., 2006; Bode et Dong, 2007). Les experiences sur les cellules 
immortalisees des souris knockouts laissent raeme entrevoir la possibility que JNK1 pourrait 
compenser pour la perte de JNK2 (Sabapathy et al., 2004). Quant a la cinetique d'activation 
de JNK : Globalement, une activation de courte duree ne serait pas normalement un signal 
d'apoptose (Davis 2000) tandis qu'une activation prolongee serait associee a un stimulus 
proapoptotique (Ventura et al., 2006) et une activation constitutive pourrait etre associee aux 
cancers (Rennefahrt et al., 2002; Jaeschke et al., 2006; Shibata et al., 2008). Ces donnees 
proviennent d'experiences realisees en surexpression, il n'est pas possible pour l'instant de 
differencier 1'activation de JNK1 de celle de JNK2 de facon endogene. Sans connaitre avec 
certitude les consequences de l'activation dans le temps des JNK, nous savons que les JNK 
sont importants pour l'homeostasie de l'epiderme et aussi que JNK1 est particulierement 
activee suite a une exposition aux radiations UV (Katagiri et al., 2006) 
2.1.2. D38 
Deuxieme classe de MAPK, la famille p38 englobe p38a, p38p, p38y et p385, tous des 
isoformes d'epissage alternatif. Originalement decrit comme un modulateur important de la 
reponse inflammatoire puisque l'activation de p38 est essentielle pour la production de 
cytokines, p38a a recemment ete associee a la proliferation des cellules en culture (Hui et al., 
2007). Les souris homozygotes depourvues de p38a sont non viables, la mort survenant 
generalement tot dans l'embryogenese (Mudgett et al., 2000, Adams et al., 2000, Tamura et 
ah, 2000, Allen et al. 2000). Pour contourner ce probleme, une equipe dirigee par le Dr. Hui 
a fait la deletion dep38a seulement dans les cellules de l'embryoblaste. Les souriceaux avec 
une deletion conditionnelle du gene survivent a l'embryogenese, naissent a terme, mais 
meurent peu apres, possiblement par une fonction inadequate des poumons (Hui et al., 2007). 
Les fibroblastes embryonnaires isoles de cette souris ont une proliferation acceleree, reliee a 
une activation soutenue de la cascade JNK/c-Jun. Une etude recente s'est interessee au role 
de p38cc dans la reponse inflammatoire de la peau et des cellules immunitaires du 
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derme/epiderme en utilisant la technique du knockout conditionnel par la recombinaison 
Cre/lox. Les auteurs ont reussi a produire une souris knockout specifiquement dans les tissus 
epitheliaux en utilisant la recombinase Cre sous le controle du promoteur de la keratine 14 et 
un second knockout pour p38a seulement dans les tissus de la moelle osseuse (cellules 
myeloides) par l'expression de la Cre sous le controle du promoteur de la lysosyme M. Les 
niveaux d'activation basale des MAPK etaient normaux dans les deux cas. Dans les tissus 
epitheliaux knockouts, la differenciation des keratinocytes est tout a fait normale. Dans une 
autre experimentation, l'exposition a 160mj/m d'UVB chez ces deux modeles de souris 
transgeniques cree une reponse apoptotique normale. Cependant, le tissu epithelial p38a_/" ne 
repond pas a l'inflammation induite par les UVB, comme le demontre la faible presence d'un 
marqueur specifique a certains neutrophiles, le granulocyte differentiation antigen-1 (Gr-1). 
II semblerait done que la perte de p38a protegerait les cellules epitheliales des lesions 
induites par les UVB (figure 8B, p. 19) mais les auteurs affirment que ces souris developpent 
une pathologie de la peau 5 jours apres l'irradiation (Kim et al, 2008). p38p n'a pas 
beaucoup ete etudiee dans la peau, entre autres parce que les inhibiteurs pharmacologiques ne 
distinguent pas les formes a et p, que les souris KO sont viables et presentent des niveaux 
d'activation des MAPK normaux, soit au repos ou suite a un stimulus (anisomycine, 
cytokines et TNFa) (Beardmore et al, 2005). La fonction de p388 dans les cellules de la peau 
n'a pas recu autant d'attention que les deux autres isoformes a et p. Dans des keratinocytes 
normaux en culture, p385 interagirait avec ERK en formant un complexe et en regulant 
inversement le niveau d'activation de ERK1/2 lorsque p385 est activee dans des carcinomes 
spino-cellulaires (Efimova et al, 2003; Junttila et al., 2007). 
2.1.3. Extracellular sienal-reeulated kinase (ERK) 
ERK est la troisieme sous-classe de la grande famille des MAPK. Plusieurs donnees 
provenant d'experiences in vivo laissent entrevoir un role des membres de la famille ERK 
dans la peau et dans la differenciation des keratinocytes. II existe huit proteines faisant partie 
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de la famille des ERK; ERK1, 2, 3, 4, 5, 6 (P38y), 7, 8. ERK 1 et 2 sont bien caracterisees 
dans les keratinocytes. Chez la souris, les etudes de mutagenese sur ERK1 et 2 ont montre 
que la perte de ERK1 donnait une progeniture viable, fertile, avec une peau normale (Pages 
et al. 1999; Ferguson et al. 2006) et que ERK2 semblait avoir un role essentiel et non 
redondant dans l'embryogenese (Yao et al. 2003; Aouadi et al. 2006). Une etude recente a en 
quelque sorte confirme ces resultats puisque 1'inhibition de ERK1 et 2 par l'inhibiteur de 
MAP/ERK kinase-1 (MEK1) PD98059 n'a pas d'effet sur la morphologie des keratinocytes 
humains normaux. Suite a l'inhibition, l'etude du transcriptome par puce a ADN a revele que 
plusieurs genes sous-exprimes etaient sous le controle du facteur de transcription c-Fos 
(Gazel et al. 2008), un composant du complexe AP-1. Les etudes sur les activateurs de ERK, 
MEK1 et MEK2, ont montre plus clairement le role de la cascade ERK dans la 
differenciation des keratinocytes. La surexpression inductible de MEK1 dans un modele de 
souris et dans des cellules humaines induit l'hyperproliferation des keratinocytes 
epidermiques qui se traduit par un epiderme plus epais et moins differencie (Scholl et al., 
2004). Les marqueurs de proliferation comme la keratine 6, les integrines, les formes actives 
de ERK1 et 2 ainsi que la proteine antigen identified by monoclonal antibody ki67 (Ki67) 
etaient plus eleves lorsque MEK1 etait surexprimee. En raeme temps, les marqueurs de 
differenciation comme l'involucrine et la keratine 10 etaient plus faiblement exprimes. De 
facon interessante, la surexpression d'un mutant inactif de MEK1 ou la surexpression d'un 
mutant de MEK1 actif de facon constitutive creee les memes effets mis a part l'activation de 
ERK1 et 2. Les knockouts epiderme-specifiques de MEK1 et MEK2 ont confirme les 
resultats de surexpression puisque la perte de MEK1 amene un leger amincissement de 
l'epiderme des souris a l'oppose de l'hyperproliferation observee suite a la surexpression de 
MEK1. Aussi, la deletion de MEK2 est sans effet sur la peau comme l'etait la surexpression 
de MEK2. La double deletion de MEK1 et MEK2 bloque la proliferation de l'epiderme, 
affecte la permeabilite de la peau et entraine la mort des nouveaux nes par deshydratation. II 
semblerait done que dans ce tissu, MEK1 et MEK2 ont des fonctions redondantes puisque la 
perte de l'un ou de l'autre reste pratiquement sans effet (n'affecte pas la differenciation et le 
maintien de l'epiderme) (figure 8C, p. 19). Par contre, le double knockout des MEK1 et 2, 
perturbe le developpement normal de la peau et entraine de l'hypoplasie, identifiable par la 
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faible expression de Ki67 et la mort cellulaire, detectable par essai terminal deoxynucleotidyl 
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) (Scholl et al, 2007). Dans la souris adulte, la 
perte de MEK1 et MEK2 induit un mecanisme de mort cellulaire programmed caracterise par 
1'activation de certaines caspases, la relache de cytochrome c et par la perte de 
phosphorylation de Bad (Scholl et al, 2007). La diminution de l'expression de MEK1 ou de 
MEK2 par ARN interferents et des deux simultanement dans des peaux humaines 
reconstruites corrobore les resultats chez la souris. La double depletion creee une hypoplasie 
de l'epiderme qui se traduit par l'absence de couche basale et epineuse ainsi que par la 
presence de couches amincies associees au stratum granulosum et au stratum corneum 
(figure 8D, p. 19) (Scholl et al., 2007). Comme precedemment, la diminution de l'expression 
par ARN interferents de l'une ou l'autre MEK n'est pas suffisante pour causer ces effets 
drastiques. Dans ce modele de double depletion de MEK1 et MEK2, la surexpression de 
ERK2 est suffisante pour redonner un phenotype normal a la peau (Scholl et al., 2007). La 
cascade d'activation de ERK serait importante pour la proliferation des keratinocytes. 
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Figure 8. Epidermes de differentes souris deficientes pour les composantes de la famille 
des MAPK. Les figures A, C et D sont des coupes de peau ou Pepiderme est revele par 
coloration hematoxyline/eosine. La figure B represente la peau du dos de quatre souris apres 
avoir ete denudees de leurs poils. (A) La souris KO pour JNK1 a un phenotype marque au 
niveau de l'epaisseur de I'epiderme (au centre), comparativement a la souris de type sauvage 
(a gauche) ou au KO de JNK2 (a droite). (B) La deletion epiderme-specifique de p38a, 
protege la peau des rayons UV. Le dos des souris est rase et les regions briilees par les UV 
sont indiquees par des fleches rouges sur les souris de type sauvage (a gauche). Ces « coups 
de soleil » sont fortement diminues chez les souris KO (a droite). (C) La deletion epiderme-
specifique de MEK1, MEK2 n'affecte pas significativement la peau des souris (les deux 
photos du centre) en comparant avec les souris de type sauvage (a gauche). La double 
deletion de MEK1 et de MEK2 entraine une perte de tissus epidermique en comparant la 
peau des souris MEK1-/-/MEK2-/- (a droite) avec celle de la souris sauvage (a gauche) ou 
des KO simples (deux photos du centre). (D) Les effets observes sur les souris KO pour 
MEK1 et MEK2 sont reproduits par la technique d'ARN interferents sur des peaux humaines 
reconstruites, les resultats sur 1'epiderme sont reproductibles d'une espece a l'autre. 
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2.2. A litres cascades impliquees dans la peau et la differenciation des keratinocytes 
2.2.1. Nuclear factor KB (NF-KB) 
La voie d'activation de nuclear factor KB (NF-KB) a ete associee aux cellules du systeme 
immunitaire puisque les cibles transcriptionnelles des proteines de la famille de NF-KB sont 
majoritairement des cytokines, interleukines et autres mediateurs de reponses inflammatoires 
(Pahl et al, 1999; Perkins et Gilmore 2006). Le facteur de transcription NF-KB peut etre un 
homodimere ou un heterodimere constitue de deux sous-unites parmi les proteines 
p65(RelA), C-Rel, RelB, p50/pl05 (precurseur de p50), p52/pl00 (precurseur de p52). Seul 
p50 ne possede pas de domaine de transactivation de la transcription. Dans la voie 
d'activation canonique, le complexe NF-KB est active lorsque relache de son inhibiteur et par 
sa phosphorylation subsequente. Les proteines de la famille inhibitor of KB (IKB) : IKBCX, 
IKBP et IKBE sont des suppresseurs de 1'activation de NF-KB et elles sont degradees 
specifiquement par le proteasome lorsque phosphorylees par les activateurs de la cascade, les 
IKB kinase (IKK). La kinase IKK activant la voie NF-KB est composee de trois polypeptides : 
IKKa (IKK1), IKKP (IKK2) et IKKy (IKK3, NF-KB essential modifier (NEMO)). 
L'activation de NF-KB est associee a la survie et la proliferation dans plusieurs modeles 
cellulaires normaux et pathologiques, dont les cancers (Zandi et Karin, 1999; Karin et al, 
2002; Courtois et Gilmoure, 2006). Bien que NF-KB soit ubiquitaire, les evidences in vivo 
semblent indiquer que ce dernier joue un role tres specifique dans l'epiderme (Kaufman et 
Fuchs, 2000; Bell et al, 2002). 
Durant la differenciation des keratinocytes, les differents activateurs de NF-KB participent a 
la proliferation, a la differenciation et possiblement a la neoplasie. Des etudes sur des souris 
transgeniques IKKav" ont montre l'importance de cet activateur de NF-KB dans la formation 
et le maintien de l'epiderme murin (Takeda et al, 1999; Li et al, 1999; Hu et al, 1999; 
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Descargues et al, 2008). Les tissus epidermiques avaient des signes evidents 
d'hyperproliferation et d'une differentiation deficiente, entre autres par la presence de 
cellules nucleees dans la couche cornee (Figure 9A, p.24) (Takeda et al. 1999). Les auteurs 
ont remarque une adhesion accrue de l'epiderme de la souris mutante. Etrangement, la queue 
et les partes arriere du foetus etaient fusionnees. In vitro, les keratinocytes isoles de souris 
IKKof7" exprimaient peu les marqueurs de differentiation des couches suprabasales comme la 
loricrine ou la filaggrine. 
Les phenotypes observes sur la peau des souris IKKy+/" sont similaires a ceux associes a 
VIncontinentia Pigmenti (figure 9B, p.24) (Schmidt et al, 2000). Cette maladie est associee, 
dans 60-80% des cas, a des mutations dans le gene inhibitor of kappa light polypeptide gene 
enhancer in B-cells kinase gamma (IKBKG) (Fusco et al., 2008). Le gene IKBKG code pour 
la proteine IKKy et est situe sur le chromosome X. Lorsqu'un seul allele est mute, les 
femmes souffrant ft Incontinentia Pigmenti survivent, mais les hommes non. Une apoptose 
generalisee etait detectable dans le foie, les reins, le thymus, ainsi que dans la peau des souris 
IKKy+/~, comme le suggere le resultat des essais TUNEL. Les fibroblastes embryonnaires 
avaient aussi de hauts niveaux d'apoptose. Toutes les souris males IKKy" meurent a la moitie 
de la gestation. Quelques jours apres la naissance, 55% des souris femelles IKKy+/" meurent 
en developpant une maladie de la peau avec des signes d'hyperproliferation, d'apoptose et 
d'inflammation severe, mais les 45% restantes survivent et apres un mois et leur peau est 
comparable a celle des souris de type sauvage (Makris et al, 2000). Selon les auteurs, les 
phenomenes d'hyperproliferation et d'apoptose observes dans les differents tissus des souris 
femelles IKKy+/" seraient le resultat d'un mecanisme visant a debarrasser l'organisme des 
alleles mutes. Ceci expliquerait pourquoi pres de la moitie des souris survivent malgre la 
gravite de leur symptome (Makris et al, 2000). 
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Le knockout de IKK(3 induit des effets semblables a la depletion de IKKy in vivo. Les souris 
IKKpA etant non viables, les etudes sur des fibroblastes embryonnaires IKKpA ont devoile 
que l'activation de NF-KB, soit par le TNFa ou l'interleukine 1, etait perdue (Li et al, 1999). 
RelA 
La deletion de la sous-unite RelA/p65 du facteur de transcription NF-KB induit l'hyperplasie 
des tissus epitheliaux lorsque greffes sur des souris immunodeficientes (les souris RelA"' 
etant non viables) (Zhang et al., 2004) (Figure 9C, p.24). L'hyperproliferation est confirmee 
par la presence de niveaux eleves de la proteine Ki67. Contrairement aux phenotypes 
associes aux mutants des sous-unites IKK, la depletion de RelA n'amene aucune reponse 
immune, comme le montre l'absence de marquage pour le TNFa, l'interleukine 1 et le 
marqueur de macrophage F4/80. Consequemment, il n'y pas d'induction d'apoptose lorsque 
RelA est absent de l'epiderme. En accord avec les resultats emanant de la surexpression du 
represseur de NF-KB, IKBOI (Seitz et al. 1998), le knockout de RelA n'altere pas la 
stratification de l'epiderme ni la segregation des marqueurs de differentiation. L'expression 
et la localisation de la keratine 10, de l'involucrine, de la loricrine ou de la filaggrine sont 
inalterees (Zhang et al. 2004). L'hyperproliferation induite par la perte de RelA serait 
attribuable a une suractivation de JNK, comme le montrent les niveaux tres eleves de 
phosphorylation de JNK1 et 2 en immunobuvardage de type Western. Cette activation 
proviendrait de la cascade du recepteur du TNFa (TNFR1) puisque le greffon RelA"A sur une 
souris TNFR1"" se developpe en une peau normale. De plus, le traitement de la peau des 
souris RelA"7" avec l'inhibiteur specifique de JNK, le SP600125, tout comme la surexpression 
d'une forme de JNK dominant negatif dans des peaux humaines reconstruites, retablit la 
morphologie normale et arrete l'hyperproliferation, comme l'indique la normalisation des 
niveaux de Ki67 (Zhang et al. 2004). NF-KB est important pour l'homeostasie du tissu 
epithelial et l'absence de RelA entrainerait une augmentation des niveaux proteiques de la 
kinase regulatrice de la phase Gl du cycle cellulaire, la cyclin dependant kinase-4 (CDK4), 
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via l'activation de la voie de JNK (Zhang et al, 2005a). II est de plus en plus clair que dans 
plusieurs types cellulaires, la cascade JNK serait antagoniste a celle de NF-KB et vice-versa 
(Papa et al, 2006; Sakurai et al, 2006; Lui et Lin, 2007; Jin et al, 2008). 
2.2.2. Akt 
Le role dans la survie cellulaire des isoformes de Akt qui sont les produits des genes 
Aktl/protein kinase Ba (PKBa), Akt2/PKB|3 et Akt3/PKB8 est bien documente et provient, 
entre autres, de leur action inhibitrice sur les facteurs proapoptotiques comme Bad, Bax et la 
caspase 9 (Manning et Cantley, 2007). Akt est active seulement lorsque phosphorylee sur 
threonine 308 et serine 473 sequentiellement (Manning et Cantley, 2007). Dans l'epiderme 
humain, la phosphorylation de Akt sur serine 473 est detectee faiblement dans les couches 
basale et epineuse, mais totalement absente des couches granuleuse et cornee (Janes et al. 
2008). Lorsque des souris sont traitees au TPA, le marquage de Akt sur phosphoserine 473 
augmente dans la couche basale de l'epiderme (Lu et al 2007). Les indices du role de la 
kinase Akt dans la differenciation des keratinocytes sont principalement imputables a des 
experiences sur des souris knockouts. La perte de l'une ou l'autre des isoformes de Akt, Aktl 
et Akt2, n'affecte pas le maintien de l'epiderme chez la souris (Peng et al, 2003). En contre-
partie, la double depletion amene un probleme de proliferation generate de la peau (Figure 
9D, p.24) (Peng et al. 2003). Chez ces souris, la differenciation de l'epiderme ne semble pas 
compromise, mais toutes les couches de maturation des keratinocytes se trouvent amincies. 
Puisque le patron de la keratine 14, de la keratine 10 et de la filaggrine, trois marqueurs des 
couches basales, epineuses et granuleuses respectivement, n'est pas altere, les auteurs 
n'attribuent pas de role direct a Akt dans la differenciation (Peng et al. 2003). Cependant, 
etant donne la reduction du marquage de la keratine 10 dans l'epiderme des souris Aktl"'" 
/Akt2"A, cette cascade pourrait bien avoir un role dans certaines couches de l'epiderme plus 
particulierement. 
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Figure 9. Epidermes de differentes souris deficientes pour les composantes des cascades 
de signalisation de NF-KB (A, B et C) et Akt (D). Les figures sont des coupes de peau 
murines ou l'epiderme est revele par coloration hematoxyline/eosine. (A) La voie de NF-KB 
est impliquee dans la differenciation des cellules de la peau, puisque les souris KO pour la 
sous-unite de la kinase de NF-KB, IKKa, ne produisent pas de couche cornee (a droite) 
comparativement au type sauvage (a gauche). (B) La sous-unite IKKy est importante pour 
l'homeostasie de l'epiderme puisque la depletion d'un allele induit une pathologie cutanee 
similaire a 1'Incontinentia Pigmenti (a droite) chez les souris femelles comparativement a 
l'epiderme sain d'une souris de type sauvage (a gauche). (C) La sous-unite RelA du facteur 
de transcription NF-KB est impliquee dans la regulation de la proliferation des cellules 
epidermiques puisque sa deletion chez la souris amene une hyperproliferation marquee de 
l'epiderme (a droite). Un seul allele fonctionnel de RelA semble suffisant pour assurer le 
maintien de la peau murine puisque les souris heterozygotes (au centre) ont un epiderme 
normal tres similaire aux souris de type sauvage (a gauche). (D) Les isoformes Aktl et Akt2 
sont essentiels pour la survie et la formation d'une peau saine chez les souris. Le double KO 
de Aktl z\Akt2 affecte grandement la proliferation des cellules epidermiques et l'epaisseur de 
la peau (a droite) lorsque compare a 1'epiderme des souris de type sauvage (a gauche). 
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3. Pathologies cutanees 
3.1 Ichthvose lamellaire 
scallyskin.org Jacyk, W.K.. 2005 
Figure 10. Malformation de l'epiderme chez les individus souffrant d'ichtyose 
lamellaire. Un individu souffrant d'ichtyose lamellaire congenitale montre plusieurs des 
signes caracteristiques de la maladie; hyperkeratose, ecaillement et pigmentation deformee de 
la peau (A). Une coupe de l'epiderme d'un individu souffrant d'ichtyose lamellaire est 
coloree par hematoxinine/eosine et les signes d'hyperkeratinisation et de malformation de la 
couche cornee, notamment la formation d'ecailles sont clairement visibles (B). 
Bien que la differenciation des keratinocytes soit un phenomene bien orchestre, des desordres 
dans cette differenciation sont la cause de plusieurs pathologies. L'ichtyose lamellaire est 
caracterisee par un defaut de cornification et de differenciation general de l'epiderme (figure 
10). La maladie affecte une personne sur 250 a 300 miles (Huber et al., 1995; Esposito et al., 
2001). La peau atteinte d'ichtyose lamellaire forme de grosses ecailles en surface et les 
individus souffrent de deshydratation chronique ou lors d'un exercice intense, incapables 
d'evacuer la chaleur resultant de 1'effort physique. Plusieurs cas de la maladie sont relies a 
des mutations autosomales recessives dans le gene TGM1. Supportant un role pour la TGM1 
dans cette pathologie, les souris KO pour le gene de la TGM1 developpent spontanement une 
forme d'ichtyose ressemblant a l'ichtyose lamellaire chez l'humain (Kuramoto et al, 2002). 
r 
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Les mutations autosomales recessives connues dans le gene codant pour la TGM1 incluent 
les residus du domaine catalytique essentiels pour l'activite enzymatique comme l'asparagine 
430 qui est responsable de la liaison au cofacteur; le calcium. D'autres mutations seraient 
importantes pour le repliement ou pour la regulation de la TGM1 (Huber et al, 1995; 
Esposito et al, 2001; Boeshans et al, 2007). II existe plusieurs cas, cependant, ou l'ichtyose 
lamellaire n'est pas reliee a un defaut dans l'activite de la TGM1, mais par des mutations 
autosomales recessives dans les genes des lipoxygenase-3 et 12(R)-lipoxygenase (Akiyama, 
2006, Epp et al, 2007). Encore d'autres cas ne sont pas relies a aucun de ces genes et leur 
provenance demeure inconnue. 
3.2 Psoriasis 
Figure 11. Manifestation de la maladie psoriasis a la surface de l'epiderme. Les plaques 
rouges a la surface de la peau sont typiques des lesions psoriasiques (A). La peau lesionnelle 
est caracterisee par une hyperproliferation des keratinocytes de la couche basale, une 
differenciation inoperante des keratinocytes des couches superficielles et par la formation 
d'ecailles a la surface de la peau (B). Les rougeurs sont causees par la deformation de 
l'epiderme et 1'apparition des vaisseaux sanguins pres de la surface epidermique (A et B). 
Associee a une differenciation inoperante et a une hyperproliferation des keratinocytes peu 
differencies, la presence d'epiderme rougeatre caracterise les lesions associees a la maladie 
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nommee psoriasis (figure 11, p.26). L'hyperproliferation de l'epiderme est souvent une 
complication liee au manque de differenciation. Dans le cas du psoriasis, une composante 
davantage immunitaire est bien connue et expliquerait en partie l'hyperproliferation des 
keratinocytes du tissu malade (Pittelkow, 2005; Lowes et al, 2007). Les locus lies a la 
maladie sont bien cernes. lis codent pour une famille de proteine, les SI00, qui sont des 
substrats servant a produire la matrice pontee retrouvee dans le cytoplasme des corneocytes. 
La proteine S100A7 ou psoriasine est utilisee comme marqueur moleculaire identifiant la 
maladie. La surexpression des proteines S100A8, S100A9, S100A7 et des keratines liees a la 
proliferation comme la keratine 6, sont des signes de la maladie (Eckert et al., 2004; 
Tschachler, 2007). A ces endroits, la peau a une signature differente. Outre les marqueurs 
moleculaires typiques des cas familiaux de psoriasis, les lesions psoriasiques sont aussi 
identifiables par l'abondance des signaux proliferatifs, notamment par la presence des formes 
phosphorylees de ERK, de la sous-unite RelA du facteur de transcription NF-KB et de p38 
(Takahashi et al., 2002; Johansen et al, 2005; Lizzul et al., 2005; Yu et al., 2007), toutes des 
proteines impliquees dans la transmission des stimuli de differenciation. Des 
immunosuppresseurs sont efficaces pour traiter superficiellement l'inconfort lie a 1'apparition 
des lesions psoriasiques. En particulier, les antagonistes du recepteur du TNFa (TNFR), un 
activateur en amont de la cascade de NF-KB (Mease et al., 2000; Tan et al, 2007; Mossner et 
al, 2008). 
Des etudes plus poussees sur JunB, une des cibles de JNK, ont revele que son expression 
etait reduite dans les peaux provenant de patients atteints de psoriasis (Zenz et al. 2005) 
(Figure 12, p.28). Le gene JunB est localise dans la region de susceptibilite au psoriasis : 
PSORS6. En 2005, une equipe de l'universite de Vienne a publie dans la revue nature leurs 
travaux sur une souris transgenique portant la deletion conditionnelle de c-Jun et de JunB 
dans l'epiderme. Les souris avaient des lesions tres ressemblantes au psoriasis (Zenz et al, 
2005). Les proteines S100A8 et S100A9 etaient surexprimees dans les souris transgeniques 
(Figure 12, p.28). Les genes S100A8 et S100A9 font partie de la region de sensibilite au 
psoriasis PSORS4. De plus, les auteurs ont demontre que dans ce modele l'inactivation de 
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JunB et c-Jun etaient des elements declencheurs de l'apparition de la maladie. En effet, le 
knockout simultane de c-Jun etJunB lorsqu'induit chez des souris adultes par recombinaison 
Cre-Lox amene une induction des proteines S100A8 et S100A9 bien avant l'apparition des 
symptomes du psoriasis (Zenz et al, 2005). 
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Figure 12. Diminution de l'expression du substrat de JNK, JunB, dans des tissus 
psoriasiques lesionnels humains et induction d'un phenotype psoriasique dans des 
souris JunB et c-Jun KO. Les epidermes de deux individus atteints de psoriasis sont 
observes en incubant les coupes de peaux avec un anticorps specifique contre JunB (en 
rouge). Dans les deux cas, ils expriment des niveaux reduits de JunB dans les zones 
lesionnelles de leur epiderme comparativement aux zones non affectees (A). Une maladie de 
la peau tres similaire au psoriasis est reproduite chez la souris par deletion tissue specifique 
de JunB et c-Jun. Les keratinocytes isoles des souris arborant une mutation conditionnelle 
dans le gene JunB lorsqu'infectes avec un adenovirus exprimant la recombinase Cre entraine 
l'induction d'un marqueur moleculaire du psoriasis : S100A9. L'induction mesuree par PCR 
quantitative est additive par le double knockout pour les substrats de JNK, JunB et c-Jun et 
est mesurable sur deux marqueurs differents de psoriasis, S100A9 et SI 009 (B). 
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3.4 Pemphigus vulgaris 
Le Pemphigus vulgaris est une maladie auto-immune des muqueuses et de la peau. Les 
lesions sont caracterisees par la formation de bulles rougeatres oil la peau a tendance a 
decoller, c'est pourquoi les individus atteints souffrent d'infections pathologiques chroniques 
(Bystryn et Rudolph, 2005). Le decollement se produit au niveau de la jonction derme-
epiderme et est le resultat de la destruction des desmosomes (figure 13) (Bystryn et Rudolph, 
2005). 
Pemphigus vulgaris 
PVIgG 
W^s 
Pemphigus vulgaris + inhibiteur 
PVigG+SB202190 
Modifie de Berkowitz et al., 2006 
Figure 13. Retablissement d'un epiderme normal suivant l'exposition a un inhibiteur de 
p38. Le SB202190 est un inhibiteur pharmacologique de la kinase p38 et dans un modele 
murin ou la maladie Pemphigus vulgaris est induite par exposition aux antigenes isoles de 
patients malades (PV IgG) (a gauche) le traitement au SB202190 previent le decollement de 
l'epiderme, une manifestation du Pemphigus vulgaris (a droite). 
La presence d'auto-anticorps diriges contre des proteines desmosomales est un signe 
biochimique de Taffliction (Amagai et al, 1991; Amagai et al., 2000). Les IgG associes au 
Pemphigus vulgaris augmentent la phosphorylation de p38 dans des keratinocytes en culture 
(Berkowitz et al, 2005; Kawasaki et al, 2006). L'activation de p38 entraine la 
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phosphorylation subsequente de la chaperone heat shock protein 27 (Hsp27) qui die, amene 
des changements dans le cytosquelette d'actine ayant comme consequence de perturber les 
contacts cellule cellule. Les symptomes de la maladie sont facilement reproduits chez la 
souris, par la simple injection d'anticorps isoles de patients malades (Berkowitz et al, 2006). 
Sachant que 1'activation de p38 est correlee avec les symptomes du pemphigus, des 
inhibiteurs specifiques de p38, le SB203580 et le SB202190, ont ete utilises avec succes pour 
prevenir l'apparition des symptomes de la maladie chez la souris (figure 13, p.29), 
demontrant un role pour p38 dans le Pemphigus vulgaris. Chez l'humain, cette maladie avait, 
avant l'apparition des traitements avec des corticosteroi'des et des drogues 
immunosuppressives, une letalite importante: 75 % des patients mourraient apres le 
developpement de la maladie (Bystryn et Rudolph, 2005). 
3.5 Le cancer de la peau 
La peau est un des tissus les plus exposes aux UV. Ces radiations, surtout les UVB et UVA 
sont particulierement impliques dans le processus initiateur de la cancerogenese. Au niveau 
de l'epiderme, les cancers font majoritairement partie de deux classes : les carcinomes baso-
cellulaires et les carcinomes spino-cellulaires (Wenzel et al, 2008). Les carcinomes cutanes 
spino-cellulaires sont la deuxieme plus importante affection maligne diagnostiquee aupres de 
la population caucasienne (Pacifico et Leone, 2007). Le caractere malin ou metastatique de 
ces cancers, excluant ceux d'origine virale, est lie en partie a leur niveau de differentiation, 
la region affectee, le taux de croissance et le bon fonctionnement du systeme immunitaire 
(Brantsch et al, 2008). Les carcinomes spino-cellulaires apparaissent generalement dans les 
regions exposees aux UV alors que les carcinomes basaux proviendraient principalement des 
structures capillaires (Wenzel et al, 2008). Plusieurs etudes ont detecte une expression 
alteree des genes relies a la voie de signalisation de NF-KB dans les cancers et lignees 
cancereuses epitheliales (Sunwoo et al, 2001; Dong et al, 2001; Karin et al, 2002; Loercher 
et al, 2004; Courtois et Gilmore, 2006; Ren et al, 2006; Sakurai et al, 2006; Lee et al, 
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2007). La surexpression d'un dominant negatif de NF-KB (IKBOI mutant) dans une lignee de 
carcinome spino-cellulaire affecte l'expression de plus de 60% des genes originalement 
identifies comme etant exprimes differentiellement entre le keratinocyte normal et le 
carcinome spino-cellulaire malin (Loercher et al 2004). De plus, l'inhibition de NF-KB etait 
accompagnee d'une apoptose evidente des carcinomes. Dans des cancers de poumons, la 
localisation nucleaire de NF-KB accompagnee de la sequestration de IKBCX au cytoplasme est 
associee a un mauvais pronostique. L'activation de RelA (sa phosphorylation sur serine 536) 
est aussi associee a une recurrence et a une mortalite accrue chez les patients atteints de 
cancer spino-cellulaires (Zhang et al, 2005b; Zhang et al, 2007). 
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4. Dual leucine zipper-bearing kinase (DLK) 
Identified en 1994 dans un effort de recherche ayant pour but de decouvrir de nouvelles 
proteines kinases exprimees differentiellement durant le developpement embryonnaire, DLK 
(Reddy et Pleasure, 1994; Holzman et al.\ 1994, Blouin et al.\ 1996) est le point de mire de 
notre laboratoire depuis pres de 15 ans. DLK appartient a la famille des mixed lineage kinase 
(MLK), un sous-groupe de MAPKKK (voir figure 7, p. 12). La famille des MLK comprend 9 
kinases differentes reparties dans trois sous-groupes distincts. Zipper sterile-a-motif kinase 
(ZAK) et ses deux isoformes ZAKa et p font partie de la famille ZAK. MLK1, 2, 3, 4a et 40, 
font partie de la sous-famille MLK (figure 14). Finalement, DLK et leucine-zipper kinase 
(LZK) font partie du sous-groupe DLK. 
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Figure 14. Apercu des differentes kinases de la famille des MLK. Les kinases MLK1, 2, 3 
et 4 ont des domaines Src homology 3 (SH3) et Cdc42/Rac interactive binding motif (CRIB) 
qui sont inexistants chez les kinases DLK et LZK, mais ces dernieres possedent deux 
domaines leucine-zipper (LZ). La kinase ZAKa a un domaine sterile-a motif (SAM), unique 
a toute la famille des MLK qui ensembles ont une tres forte homologie dans leur domaine 
kinase. 
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DLK a un homologue chez le rat {MAPK-upstream protein kinase (MUK)) (Hirai et al, 
1996), la souris (DLK) (Holzman et al, 1994; Blouin et al, 1996), la drosophile (Wallenda) 
(Collins et al, 2006) et le nematode C. elegans (DLK-1) (Nakata et al, 2005). Jusqu'a 
maintenant, parmi les differentes MLK analysees, seule DLK semble essentielle et posseder 
une fonction unique dans le developpement embryonnaire. Pour preuve, de toutes les souris 
knockouts de genes codant l'un ou l'autre des membres de la famille des MLK, seules celles 
ayant un gene DLK inactif ne sont pas viables (Brancho et al, 2005; Hirai et al, 2006; 
BissoneJaZ.,2008). 
4.1 Activite et regulation 
Durant le developpement embryonnaire, l'expression de l'ARNm de DLK est restreinte a 
certains tissus specialises comme le cerveau, le foie, les reins, l'intestin, le pancreas et la 
peau (Nadeau et al, 1997). Plusieurs etudes font etat d'une localisation subcellulaire de DLK 
a la membrane plasmique (Mata et al, 1996) et a l'appareil de Golgi des neurones (Hirai et 
al, 2002) et des fibroblastes (Douziech et al, 1999). Sachant que la sequence peptidique de 
DLK ne comporte aucun signal connu de localisation subcellulaire, il serait tentant d'assumer 
que ces distributions sont probablement imputables a des interactions avec des partenaires 
qui ne sont pas encore identifies. Chez les MLK, les domaines SH3 (Src homology 3) et le 
motif CRIB {Cdc42/Rac interactive binding motif) (Nagata et al, 1998; Teramoto et al, 
1996) forment des interactions avec des proteines regulatrices comme les petites GTPases 
(Kiefer et al, 1996) et d'autres proteines kinases (Rasmussen, et al, 1998). Or, DLK a une 
structure secondaire plus simple et les seules regions connues pour leur capacite d'interaction 
sont le domaine de dimerisation de type «leucine zipper» et la partie N-terminale servant a la 
liaison de la proteine d'echafaudage JNK interacting protein (JIP) (Nihalani et al, 2000). 
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Jusqu'ici, les recherches nous ont permis d'evaluer que l'activation de DLK necessite sa 
dimerisation suivie de sa transphosphorylation (Nihalani et al, 2000). Lorsqu'en presence 
des domaines de dimerisation («leucine zipper ») des autres MLK, DLK a une specificite 
remarquable dans la liaison a sa propre structure de type «leucine zipper» (Nihalani et al 
2000; Gallo et Johnson, 2002). DLK, comme toutes les MLK, est une MAP3K. Elle 
phosphoryle et active une MAP2K, qui elle active un des 3 membres des MAPK (JNK, ERK, 
p38). Les experiences de surexpression laissent entrevoir la possibility que la mitogen-
activatedprotein kinase kinase-7 (MKK7) et la mitogen-activatedprotein kinase kinase-4 
(MKK4) soient les principales cibles de DLK (Merritt et al, 1999; Hirai et al, 1997; Nakata 
et al, 2005). Les experiences ou les voies d'activation endogenes sont sollicitees par DLK ne 
sont pas abondantes, mais il est clair que MKK4 et MKK7 sont des activateurs de JNK 
(Tournier et al, 2001; Wang et al, 2007). Selon des etudes de surexpression, DLK activerait 
preferentiellement la voie de JNK et possiblement celle de p38 (Fan et al, 1996). 
DLK possede la particularite, comparativement aux autres membres de la famille, d'etre 
regulee negativement par un partenaire nomme Map3kl2 binding inhibitory protein 1 (Mbip) 
(Fukuyama, et al, 2000). L'equipe du docteur Hirai a montre que Mbip etait un inhibiteur de 
l'activite kinase de DLK envers JNK (Fukuyama, et al, 2000). Cette inhibition est accomplie 
par la liaison de Mbip au domaine de dimerisation de DLK ce qui a pour consequence 
d'empecher sa transphosphorylation, un pre requis a l'activation de sa fonction kinase. Au 
niveau post-traductionnel, DLK est regulee par degradation au proteasome. Notre laboratoire 
a montre que la proteine de choc thermique heat shock protein 70 (Hsp70) et sa co-chaperone 
CHIP ciblent specifiquement la forme active de DLK vers le proteasome pour y etre 
degradee (Daviau et al., 2006). 
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4.1.2 Heat shock protein 70 (Hsp70) 
Les consequences de la regulation de DLK par Hsp70 ne sont pas encore connues, mais 
pourraient servir a assurer un point de controle de plus contre les effets de l'activation 
constitutive de DLK. Par exemple, la proteine de fusion JNK/MKK7, MKK7 etant la kinase 
en amont de JNK et en aval de DLK, lorsque surexprimmee dans les NIH 3T3, induit la 
croissance dans l'agar mou (Rennefahrt et ah, 2002), montrant d'une certaine facon que 
l'activation constitutive de JNK est oncogenique. De la meme maniere, un dominant actif de 
DLK pourrait favoriser la tumorigenese. Mais, dans plusieurs cas, Hsp70 agit comme un 
inhibiteur de la cascade de JNK afin de proteger les cellules contre l'apoptose (Gabai et ah, 
2000; Park et ah, 2001). Recemment, il a ete montre que Pactivite anti-apoptotique de Hsp70 
etait independante de sa fonction chaperone, mais imputable a son domaine de liaison 
peptidique (Chow et ah, 2008). Aussi, il est connu que la chaperone Hsp70 augmente la 
tumorigenicite et la survie des cellules par son activite anti-apoptotique (Aghdassi et ah, 
2007; Yaglom et ah, 2007). A travers 98 specimens differents de cancer de la peau, Hsp70 a 
ete identifiee comme etant surexprimee par rapport a 1'epithelium normal (Weber et ah, 
2007). Done l'inhibition de DLK pourrait aussi favoriser la tumorigenese en protegeant de 
l'apoptose JNK-dependante. Des etudes plus poussees sont necessaires afin de mieux cerner 
la fonction de cette regulation negative de DLK par Hsp70. 
4.2 Roles phvsiologiques 
DLK est exprimee majoritairement dans les tissus cerebraux, l'ARNm et la proteine sont tous 
deux detectes dans le cortex et l'hippocampe (Mata et ah, 1996). Dans ce tissu, elle serait 
impliquee dans la formation du cortex cerebral par l'activation de JNK. Le knockout du gene 
DLK chez la souris a corrobore certaines connaissances acquises en surexpression. De 
maniere plus specifique, il a ete montre que la cascade de JNK etait moins active chez les 
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embryons DLK" et que le developpement neuronal etait compromis par une mauvaise 
migration radiale et une diminution des projections axonales des neurones du cortex (Hirai et 
al, 2006). Recemment, la technique des siRNA ciblant DLK chez le nematode a montre que 
la kinase etait essentielle pour la regeneration du tissu nerveux apres que celui-ci ait ete 
sectionne (Hammarlund et al, 2009). 
La recherche sur le role de DLK dans la biologie du cerveau est un des domaines 
d'investigation les plus intenses parmi tous ceux impliquant DLK puisque cette kinase 
semble y avoir un role pro-apoptotique important (Xu et al, 2001; Chen et al, 2008). Par 
exemple, apres avoir teste plusieurs agents vis-a-vis de leur capacite a activer DLK, un 
inhibiteur de la PKC, le calphostin C a ete identifier comme un puisant activateur de 
l'activite de DLK envers JNK en conditions apoptiques (Hebert, S et al, 2001). L'etude du 
role de DLK dans la cascade de JNK menant a l'induction de l'apoptose par l'agent 
photoreactif calphostin C a mene a 1'identification d'un mecanisme impliquant la 
polymerisation transglutaminase-dependante de DLK dans les phases precoces de l'apoptose. 
Le calphostin C lorsqu'active par la lumiere, induit l'activite transglutaminase jusqu'a 
1500% ce qui entraine l'oligomerisation de DLK, l'activation de JNK et l'apoptose 
(Robitaille et al, 2004). Ce mecanisme est bloque en partie par le knock-down de DLK ou de 
TGM2 et totalement inhibe par la depletion des deux (Robitaille et al, 2008). Cette induction 
de l'activite pro-apoptotique de DLK par le calphostin C a ete reproduite dans une lignee 
cellulaire de neuroblastome (SH-5YSY), de glande mammaire (MDA-MB 231) et dans les 
fibroblastes de souris NIH 3T3 (Robitaille et al, 2004, Robitaille et al, 2008). Le calphostin 
peut etre active de facon ciblee en utilisant un laser. La decouverte de ce mecanisme 
impliquant l'activation de DLK par le calphostin pourrait permettre d'induire l'apoptose 
d'une maniere peu invasive sur des tumeurs du cerveau par exemple. 
L'expression de DLK n'est pas restreinte au tissu cerebral. Notre laboratoire a associe pour la 
premiere fois DLK au tissu adipeux et aussi a la differentiation en adipocytes des pre-
adipocytes de souris 3T3-L1 (Couture et al, 2009). DLK est exprimee dans le tissu adipeux 
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brun et blanc des souris. Par l'approche de 1'ARN a interference, notre laboratoire a 
demontre que la depletion de DLK a des consequences majeures sur la capacite de 
differenciation des adipocytes. En effet, le knock-down de DLK reduit significativement 
1'accumulation des lipides et 1'expression de facteurs de transcription essentiels a 
l'adipogenese comme CCAAT-enhancer binding proteins-a (CEBPa) et Peroxisome 
proliferator-activated receptor y (PPARy) (Couture et al, 2009). L'accumulation du tissu 
adipeux peut conduire a l'obesite et constituer une predisposition au diabete et a 
l'hypertension (Stein et al, 2004; Kahn et al, 2006). Des etudes sont en cours pour identifier 
le role de DLK dans ce contexte physiologique specifiquement. 
4.3 DLK et les keratinocytes 
Bien que DLK soit preferentiellement exprimee dans le cerveau, son expression est 
detectable dans la peau et est particulierement concentree dans une des couches de 
l'epiderme. Des experiences d'hybridation in situ realisees dans notre laboratoire ont montre 
que l'ARNm de DLK est exprime dans la couche granuleuse de la peau des souris (Nadeau et 
al, 1997). La proteine, tout comme son ARNm, a aussi ete identified dans la couche 
granuleuse de l'epiderme humain et dans la peau reconstruite in vitro (Germain et al, 2000). 
Etant donne son patron d'expression restreint, il etait possible que DLK ait un role a jouer 
dans la differenciation terminale des keratinocytes. Une partie du role de DLK a ete elucidee 
par des etudes in vitro en surexpression. Les keratinocytes normaux humains qui en culture 
surexpriment DLK se differencient spontanement en corneocytes, comme le suggere 
1'induction de la filaggrine, un marqueur de differenciation terminale. Dans ce modele, DLK 
active preferentiellement la cascade de JNK. Dans la couche granuleuse de la peau humaine 
normale, DLK est localisee sur la face interne de la membrane plasmique au meme endroit 
que la TGM1 (figure 15, p.38) (Robitaille et al, 2005). Le role que pourrait avoir DLK dans 
le maintien de la couche cornee de l'epiderme est supporte par le fait que DLK regule 
l'activite de la TGM1, une enzyme centrale dans la differenciation des keratinocytes. En 
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effet, la surexpression de DLK dans des keratinocytes normaux en culture provoque une 
augmentation de l'activite transglutaminase (Robitaille et ai, 2005). 
DLK TGM1 DLK+TGM1 
Robitaille et a/., 2005 
Figure 15. Localisation de DLK avec la TGM1 dans la couche granuleuse de l'epiderme 
humain. En utilisant un anticorps specifique contre la proteine kinase DLK, il a ete montre 
que DLK est concentree a la couche granuleuse dans l'epiderme humain (a gauche). C'est a 
cet endroit que se concentre la proteine TGM1 (au centre). La juxtaposition des signaux de 
localisation de DLK et de la TGM1 nous indique que ces deux proteines colocalisent dans la 
couche granuleuse et que cet endroit correspond a la demiere couche de cellules nucleees de 
la peau (noyaux colores en bleu, a droite). 
Finalement, DLK joue un role dans le maintien de la couche cornee de la peau puisque les 
souris DLK"'" arborent une malformation evidente de la couche superficielle de leur epiderme 
(figure 16, p.39, Blouin et Germain, resultats non publies). La peau des souris sauvages a ete 
comparee avec celle des souris DLK"/_. La couche superficielle de la peau est 
particulierement alteree chez les souris homozygotes KO. De facon evidente, la perte de 
DLK amene les cellules de la couche cornee a se decoller du reste de l'epiderme (figure 16, 
p.39). Les souris heterozygotes DLK+/" ont une couche cornee legerement atrophiee qui se 
detache par endroits (resultats non publies). L'epiderme en entier est plus mince chez les 
souris DLK"/_ (figure 16, p.39). Suite a l'observation de Pepiderme des souris transgeniques, 
la malformation de la peau suggere que DLK est un element important pour la formation 
d'une couche cornee saine. II n'est pas certain si la malformation causee par la perte de DLK 
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est attribuable a une deficience ou une surabondance de la differentiation des keratinocytes 
DLK_/" a ce point. 
Figure 16. Malformation de la couche cornee de l'epiderme des souriceaux DLK"". 
Coloration hematoxiline/eosine de deux sections de peau (urn) representatives des tissus 
exprimant DLK (gauche) de ceux ne l'exprimant pas (droite). Germain et al, resultats non 
publies. 
II importe d'elucider la fonction regulatrice de DLK dans le maintien et la formation de la 
couche cornee de l'epiderme puisque la perte de DLK affecte la survie des souris knockout a 
la naissance (Hirai et al, 2006; Pleasure 2009). De la meme facon, l'inactivation du gene de 
la TGM1 entraine la mort des souris knockouts par deshydratation (Matsuki et al, 1998). 
Gomme dans le cas de l'ichtyose lamellaire, une maladie liee a une malfonction de la TGM1, 
la peau est incapable d'assurer une barriere adequate. II a ete montre que DLK participait a la 
regulation de la TGM1 et au maintien de la couche cornee de la peau. L'effort de recherche 
visant la decouverte des fonctions de DLK dans le tissu epidermique pourra eventuellement 
aider a identifier une des cascades de signalisation impliquee dans la production et la 
restauration d'une peau fonctionnelle. 
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4.4 Hypotheses de travail et objectif general 
4.4.1 Determiner le role de la proteine DLK dans les keratinocytes 
En utilisant des approches variees de biologie moleculaire et cellulaire, notre laboratoire a 
recemment obtenu des evidences suggerant une participation de DLK dans le controle de la 
differenciation terminale des keratinocytes. Nous voulons valider l'hypothese qui suggere 
que DLK est une composante cruciale pour la differenciation des keratinocytes et pour la 
formation de la couche cornee de la peau. Afin d'investiguer davantage la contribution de 
DLK dans ce processus, mon projet avait pour objectif d'etudier l'effet de la diminution de 
1'expression de DLK par des ARN interferents dans un modele de keratinocytes humains en 
culture. Cette etude avait aussi pour but de confirmer les effets identifies en surexpression et 
surtout confirmer que dans des keratinocytes normaux, DLK est directement impliquee dans 
leur differenciation. 
4.4.1.1 Objectifs specifiques 
o Nous avons utilise l'approche de l'ARN a interference afin d'investiguer 
specifiquement la fonction de DLK. Tout d'abord, nous voulions faire la rnise au 
point de la diminution de l'expression de DLK par ARN interferents dans une lignee 
humaine de keratinocytes transformes pour ensuite transferer les conditions a un 
modele de differenciation. Eventuellement, ces cellules pourraient fournir des indices 
sur un role possible de DLK dans des cellules cancereuses derivees de la peau. 
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o Les memes conditions utilisees dans la lignee cellulaire de keratinocytes ont ete 
transposees pour etudier l'effet de la diminution de l'expression de DLK par ARN 
interferents sur la differenciation des keratinocytes humains normaux. Ces cellules, 
exprimant plusieurs caracteristiques des cellules differenciees de la peau humaine, 
pourront nous fournir des evidences suggerant une participation importante de la 
kinase au processus de differenciation terminale des keratinocytes. 
o Finalement, la demonstration de l'implication cruciale de DLK a la formation de la 
peau a ete faite par l'etude de la diminution de l'expression de DLK par ARN 
interferents dans les peaux reconstruites. Ce dernier modele simule toutes les couches 
de l'epiderme normal humain et surtout produit la couche de cellule la plus 
differenciee, la couche cornee. L'approche developpee sur la lignee de keratinocytes 
et appliquee aux keratinocytes differencies sera utilisee sur des epidermes humains 
reconstruits in vitro. 
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CHAPITRE 1 
MATERIEL ET METHODES 
1.1 Mise au point de 1'approche de PARN a interference 
Voir chapitre 3, p.60. 
1.2 Analyse des effets de la diminution de l'expression de DLK par ARN interferents 
1.2.1 Culture cellulaire et infection 
Les keratinocytes humains normaux (NHK) ont ete genereusement fournis par la Dre. L. 
Germain du LOEX. Ces cellules ont ete maintenues dans le milieu de culture DME Ham F12 
(Dulbecco-Vogt Modified Eagle Medium : Ham's F12 (3 :1) (Invitrogen), additionne de 10 
ng/ml de facteur de croissance epidermique (EGF, Austral Biologicals), 24,3 (ig/ml 
d'adenine (Sigma), 5 ng/ml d'insuline, 0,4 ug/ml d'hydrocortisone (Calbiochem), de serum 
foetal 5 % (v/v) (Fetal clone II, HyClone/Thermo Fisher Scientific inc., Logan, UT, Etats-
Unis), de 100 U/ml de penicilline G et de 25 |ag/ml de gentamycine. Les cellules ont ete 
incubees dans une atmosphere humide a 37 °C avec 5 % CO2. Pour les experiences, les NHK 
ont ete ensemencees avec des fibroblastes de souris Swiss-3T3 irradiees fournies par le 
LOEX, a une densite de 8 000 keratinocytes/cm2 pour 20 000 fibroblastes/cm2 
respectivement. 
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1.2.2 Production et infection des lentivirus 
Les vecteurs codant pour les trois petits ARN interferents ciblant la forme humaine de DLK 
(DLK1, DLK2, DLK3) ont ete achetes de Open Biosystems (Huntsville, AL, Etats-Unis) de 
meme que le controle negatif ciblant la forme murine de DLK (SI). 
HI : 5'-GCGCCACATAATCAACAGAAA-3' 
H2 : 5'-CCTCAAAGAAACCGACATCAA-3' 
H3 : 5'-CTACGACGATGTGGTGAAGAT-3' 
SI : 5'-GCGTCAGTCACTATCTACATT-3' 
Le vecteur vide pLKO.l a ete utilise comme controle (Addgene inc., Cambridge, MA, Etats-
Unis). Les lentivirus ont ete produits en utilisant les HEK 293T comme souche de replication 
et les virions ont ete recuperes 72 h apres la transfection (voir http ://tronolab. epfl. ch pour les 
details) par centrifugation. Toutes les cellules ont ete infectees apres passage en incubant 1ml 
de surnageant de HEK 293T pour lxlO6 cellules en presence de 4 ng/ml de Polybrene 
(Sigma). Le milieu de culture a ete change lors des 24 premieres heures suivant l'infection et 
ensuite aux 48 heures. Les NHK ont ete recoltees a 4 et 10 jours post-infection. 
1.2.3 Analyse par cytometric de flux 
Deux millions de cellules ont ete recoltees par incubation a la trypsine (Hyclone) et rincee 
avec du milieu de culture avec serum. Apres centrifugation, le culot a ete rince deux fois a la 
saline tamponnee au phosphate (PBS) (Sigma). Les cellules ont ete fixees a l'ethanol 70 % 
froid et conservees a -20 °C. Les cellules ont ensuite ete rincees deux fois au PBS et colorees 
avec 20 |j.g/mL de propidium iodine (Sigma) pendant 3 h a 4 °C. Le contenu en ADN a ete 
analyse par cytometric de flux (FACSCalibur; Becton Dickinson Biosciences) en utilisant le 
logiciel CellQuest (BD Biosciences). 
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1.2.4 Mesure de l'activite transglutaminase 
Les cellules NHK et le temoin A431 ont ete incubes pendant 48 h dans un milieu faible en 
serum (1 % Fetal clone II et 1 % CCS respectivement) avant d'etre incubes pendant 2 h avec 
1 mM BAP (Pierce) dans un milieu sans serum. Ensuite les cellules ont ete rincees au PBS et 
recoltees par centrifugation. Les proteines totales ont ete recuperees dans du tampon de lyse 
(50 mM Tris-HCl pH7.5, 0.3 M NaCl, 5 mM EGTA, 1 mM EDTA, 0,5 % Triton X-100, 0.5 
% NP-40, 0,1 mM PMSF, 1 |a.g/ml leupeptine et 1 ug/ml aprotinine) et soniquees sur glace. 
Le dosage des proteines totales a ete fait en utilisant une variante du test de Bradford (Bio-
Rad Laboratories). L'activite transglutaminase a ete quantified par un ELISA en microplaque 
qui a mesure les niveaux d'incorporation de BAP (5-(biotinamido) pentylamine) (Pierce 
Biotechnology, IL, Etats-Unis) dans les echantillons. 
1.2.5 Immunobuvardage 
Des quantites egales de proteines ont ete separees par electrophorese sur gel de SDS-
polyacrylamide (SDS-PAGE) et transfere sur des membranes de polyvinylidene difluoride 
(PVDF) (Roche Diagnostics, Laval, Quebec, Canada) en utilisant un appareil de transfert 
semi-sec (Bio-Rad laboratoires). Les membranes ont ete bloquees avec 5 % de lait en poudre 
et incubees avec l'anticorps primaire a 4 °C durant la nuit dans 20 mM Tris, pH 7,5, 150 mM 
NaCl et 0,1 % Tween. Les bandes immunoreactives ont ete detectees par chemiluminescence 
en utilisant des anticorps secondaires couples a la horseradish peroxidase (HRP) (Amersham 
ECL Plus Western blotting kit; GE Healthcare Bio-Sciences inc.). Anticorps primaires: 
L'antiserum polyclonal de lapin dirige contre DLK a ete decrit precedemment (Douziech et 
al, 1999). Les anticorps polyclonaux de lapin contrent les formes totales et phosphorylees de 
Aktl et ERK, les formes totales de p38 et la PARP clivee proviennent de Cell Signaling 
Technology Inc. (Beverly, MA, Etats-Unis). L'anticorps dirige contre les formes 
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phosphorylees de p38 a ete achete de BioVision Inc. (CA, Etats-Unis). L'anticorps 
monoclonal de lapin dirige contre l'y-actine a ete achete de Sigma-Aldrich ltee. Les anticorps 
monoclonaux de souris diriges contre phospho-JNK et JNK total et contre la sous-unite RelA 
du facteur de transcription NF-KB proviennent de Santa Cruz Biotech (CA, Etats-Unis). 
L'anticorps monoclonal de souris dirige contre la TGM1 a ete achete chez Biomedical 
Technologies, inc. (MA, Etats-Unis). Anticorps secondaires : L'anticorps dirige contre la 
BAP, HRP-streptavidine provient de Pierce Biotechnology (Rockford, IL, Etats-Unis). 
L'anticorps de souris conjugue a la HRP a ete achete de Cell Signaling Technology inc. 
(Beverly, MA, Etats-Unis), l'anticorps equivalent chez le lapin provient de GE Healthcare 
Bio-Sciences inc. 
1.2.6 Microscopie 
Les cellules ont ete fixees pendant 20 min, dans 4% formaldehyde a temperature piece. Apres 
deux rincages au PBS, les images ont ete captees par camera numerique a partir d'un 
microscope Olympus 1X70. 
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CHAPITRE 2 
RESULTATS 
Etude de l'implication de la MAPK Kinase Kinase DLK dans un modele de 
differentiation de keratinocytes humains en culture. 
Cette partie de resultats est la continuity du programme de recherche visant a caracteriser la 
fonction de la proteine kinase DLK dans la peau humaine normale. 
2.1 La diminution de l'expression de DLK par ARN interferents altere la 
differentiation des keratinocytes humains normaux en culture des l'apparition des 
desmosomes. 
La differentiation des keratinocytes en culture est un phenomene orchestre de maniere 
sequentielle. La premiere etape necessite la croissance jusqu'a confluence des keratinocytes 
proliferatifs, le processus de differentiation terminate peut ensuite s'enclencher (Poumay et 
Pittelkow, 1995; Kolly et al, 2005). Le calcium medie une grande partie des changements 
biochimiques et morphologiques accompagnant le processus de differentiation. Apres 
quelques jours de culture post-confluence, le processus de differentiation est irreversible. A 
la lumiere des resultats obtenus avec les souris knockouts, nous voulions verifier si la 
diminution de l'expression de DLK par des ARN interferents dans des cellules en culture 
pourrait fournir des indices sur l'effet releve dans l'epiderme DLK"A. Le premier signe 
laissant croire a un probleme dans 1'induction de la differentiation est la sous-representation 
des jonctions serrees de type desmosomes chez les keratinocytes infectes par un lentivirus 
46 
exprimant un petit ARN interferent contre DLK (figure 17C, p.48). Ces jonctions sont un des 
premiers marqueurs de differenciation en culture et elles sont generalement formees dans la 
couche epineuse de l'epiderme (Perez-Moreno et ah, 2003). Dans l'encadre de la figure 17 a 
la page suivante, l'espace apparent entre les cellules confirme la faible presence des contacts 
cellules-cellules suite a 1'infection du virus codant pour un shRNA contre la forme humaine 
de DLK (DLK1) (figure 17B, p.48). En comparaison, les cellules infectees avec un vecteur 
vide lentiviral ( W ) ont une morphologie distincte : les cellules sont de formes polygonales 
et les jonctions de type desmosome sont visibles, caracteristiques des keratinocytes 
differencies en culture (figures 17A. p.48). La perte apparente d'adherence entre les 
keratinocytes infectes par le virus DLK1 est confirmee par le traitement a la trypsine du 
feuillet de cellules differenciees. En effet, ces cellules se detachent plus rapidement et plus 
facilement que les cellules controle VV (resultats non montres). Les cellules infectees par le 
virus codant le shRNA DLK1 conservent une morphologie de cellule proliferative, elles sont 
de forme ovo'ide et leur noyau (fleches noires) est encore visible (figure 17B, p.48). 
Globalement, DLK aurait vraisemblablement un role a jouer dans la differenciation des 
keratinocytes et la diminution de 1'expression de DLK par des ARN interferents laisse 
entrevoir un role nouveau de cette kinase dans le maintien des structures d'adherence des 
cellules differenciees. 
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Figure 17. Observation au microscope a contraste de phase des keratinocytes infectes 
par un lentivirus exprimant un shRNA contre la forme humaine de DLK par rapport 
au controle. Les keratinocytes sont observes, sans aucun traitement suivant l'infection d'un 
vecteur vide ( W ) (A) et d'un petit ARN interferent ciblant la forme humaine de DLK 
(DLK1) (B) quatre jours apres infection, done deux jours apres que les keratinocytes aient 
atteint la confluence. Les noyaux des cellules en (B) sont visibles et mis en evidence par les 
pointes de fleches noires. Detection de la proteine kinase DLK par immunobuvardage de type 
western avec un anticorps specifique contre la proteine (C). 
2.2 L'expression et l'activite transglutaminase comme marqueur de differenciation. 
Pour mesurer le niveau de differenciation des keratinocytes, nous avons etudie l'expression et 
l'activation dans le temps de la TGM1. La TGM1 est la pierre angulaire de la differenciation 
des keratinocytes, elle est essentielle pour la formation et le maintien d'une peau normale 
(Matsuki et al, 1998). L'activite transglutaminase totale est augmentee de 70% des l'arrivee 
a confluence des keratinocytes proliferatifs (figure 18A, p.49). Ensuite, la progression dans la 
differenciation terminale fait diminuer l'activite transglutaminase jusqu'a ce qu'elle atteigne 
environ 25% de son activite du depart. Dans les stades tres avances de differenciation, il y a 
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une recrudescence de l'activite transglutaminase jusqu'au niveau de base des keratinocytes 
proliferatifs (figure 18A). 
Analyse de l'activite transglutaminase in situ dans les 
keratinocytes differencies. 
J-2 JO J2 J4 J6 J8 
Jours post-confluence 
J10 J12 A431 
B -TGM1 
IB: anti-TGM1 
Figure 18. Analyse de l'activite transglutaminase totale et de la synthese de la TGM1 
pendant la differentiation des keratinocytes humains normaux en culture. L'activite 
transglutaminase totale est obtenue par 1'incorporation transglutaminase-dependante du 
substrat synthetique BAP et par sa detection en ELISA (A). La TGM1 est detectee par 
immunobuvardage de type western en utilisant un anticorps specifique contre la proteine (B). 
Les extraits proteiques sont obtenus a partir de cellules sous-confluentes et des cellules 
confluentes depuis 12 jours avec des echantillons repartis a tous les deux jours. La lignee de 
carcinome cutane spino-cellulaire A431 est utilisee comme controle negatif de la synthese de 
TGM1. 
La synthese de la TGM1 correle avec l'activite transglutaminase totale du debut de la 
differenciation jusqu'au jour 8 apres la confluence (figure 18B). L'induction tardive de 
l'activite transglutaminase est probablement imputable a d'autres transglutaminases puisque 
les niveaux proteiques de la TGM1 restent inchanges durant cette induction (figure 18B). 
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Nous avons mesure l'activite transglutaminase dans les cellules A431, une lignee controle de 
carcinomes cutanes spino-cellulaires n'exprimant pas la TGM1 (Rosdy et ah, 1986; 
Schroeder et ah, 1992). Puisque les experiences de surexpression montrent que DLK est un 
regulateur de l'activite de la TGM1 et que dans la peau humaine, DLK et TGM1 colocalisent 
ensembles (Robitaille et ah, 2005), nous avons etudie l'effet de la diminution de l'expression 
de DLK par des ARN interferents sur l'expression et l'activite transglutaminase aux jours 2 
et 8 post-confluence afin de cibler la zone d'activite de la TGM1 dans la differenciation des 
keratinocytes. 
2.3 La diminution de l'expression de DLK par des ARN interferents affecte l'expression 
de la TGM1 et l'activite transglutaminase totale dans les keratinocytes en 
differenciation. 
En utilisant un anticorps specifique contre DLK, nous avons analyse le niveau d'expression 
de la proteine par immunobuvardage de type western avec des extraits proteiques totaux de 
keratinocytes differencies 2 et 8 jours apres confluence. Le niveau d'expression de DLK au 
jour 2 apres confluence est tres faible (figure 19A. p.51), meme si nous avons depose deux 
fois plus de proteines qu'au jour 8 apres la confluence (figure 19B, p.51). Peut-etre que cette 
accumulation est due au fait qu'il y ait plus de cellules au jour 8. Mais puisque le controle de 
chargement, l'actine est constante, nous pensons que DLK s'accumule dans les keratinocytes 
les plus differencies en culture, comme c'est le cas dans la peau. Nous avons analyse la 
depletion de DLK apres l'infection des keratinocytes avec trois differents lentivirus 
exprimant les shRNA DLK1, DLK2 et DLK3 qui ciblent la forme humaine de DLK. Comme 
controles, nous avons infecte les keratinocytes avec un vecteur vide lentiviral (VV) et un 
lentivirus exprimant un shRNA ciblant la forme murine de DLK (SI). La diminution de 
l'expression de DLK par des ARN interferents suit une gradation dans laquelle les ARN 
interferents DLK1 et DLK2 sont les plus efficaces et le DLK3 le moins efficace, ceci etant 
detectable seulement au jour 8 (figure 19B, p.51). La depletion de DLK n'est pas totale, mais 
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puisque nous avons deja observe un effet majeur sur la formation des desmosomes, nous 
pourrons utiliser cette approche pour etudier la fonction de DLK in vitro. 
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Figure 19. Consequences de la depletion de DLK sur l'expression et l'activite de la 
TGM1 durant la differenciation des keratinocytes aux jours 2 (A) et 8 (B). 
Les keratinocytes infectes avec un vecteur vide lentiviral (VV), trois petits ARN interferents 
ciblant la forme humaine de DLK (DLK1, DLK2, DLK3) et ceux exprimant le controle 
ciblant la forme murine de DLK (SI) sont recoltes aux jours 2 (A) et 8 (B) de differenciation. 
L'activite transglutaminase totale est mesuree dans les cellules infectees par 1'incorporation 
du substrat synthetique BAP et mesure en ELISA. La synthese de DLK et de la TGM1 sont 
mesurees par immunobuvardage de type western des extraits proteiques totaux des 
keratinocytes differencies avec un anticorps specifique contre DLK et contre TGM1. En 
parallele, l'incubation avec un anticorps specifique a l'actine est utilisee comme controle de 
chargement. 
Deux jours apres le debut du programme de differenciation, la depletion de DLK par le 
shRNA DLK1 ampute environ 30% de l'activite totale associee aux transglutaminases (figure 
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19A, p.51). Ceci est correle par une diminution des niveaux proteiques de la TGM1 suite a la 
depletion de DLK par DLK1 (figure 19A. p.51). Plus tard dans la differenciation, la 
diminution de l'expression de DLK, toujours par DLK1, amene une stabilisation de 
l'expression de la TGM1 et de l'activite transglutaminase aux niveaux relatifs des cellules 
non differenciees (figure 19B, p.51). L'expression de DLK s'intensifie durant la 
differenciation des keratinocytes et est en relation inverse avec l'expression de la TGM1. 
DLK regule positivement l'activite transglutaminase dans les premiers stades de 
differenciation (figure 19A, p.51) et fait l'inverse dans les dernieres etapes (figures 19B, 
p.51). Cependant, il n'est pas clair a quel moment, a 2 ou 8 jours de differenciation DLK 
exerce son effet sur l'activite transglutaminase. La diminution de l'activite transglutaminase 
au jour 2 de differenciation etait attendu puisque la surexpression de DLK entrainait une 
augmentait d'environ 30 a 50% de l'activite transglutaminase (Robitaille et al, 2005). Suite a 
la diminution de l'expression de DLK, 1'augmentation de l'activite transglutaminase au jour 
8 est surprenante. Puisque le knock-down de DLK empeche les keratinocytes de se 
differencier (figure 17, p.48), il est probable que les keratinocytes depletes de DLK aient un 
niveau d'activite transglutaminase qui reste constant et qui est representatif des cellules non-
differenciees. Ceci expliquerait pourquoi l'activite transglutaminase totale est peu variable 
chez les keratinocytes infectes par le shRNA DLK1 (figure 19A et 19B, p.51), mais tout de 
meme plus elevee que les controles au jour 8 de differenciation (figure 19B, p.51). A la 
lumiere de ces resultats, il apparait que DLK est un modulateur de l'activite transglutaminase 
durant la differenciation des keratinocytes. 
2.4 La depletion de DLK entraine une accumulation des keratinocytes dans le stade 
sub-Gl du cycle cellulaire. 
Pour identifier un mecanisme par lequel la depletion de DLK pourrait empecher la 
progression dans le processus de differenciation terminate des keratinocytes, nous avons 
analyse par cytometric de flux l'impact de la diminution de l'expression de DLK par des 
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ARN interferents sur la repartition des cellules dans les stades du cycle cellulaire. La figure 
20A (p.54) presente les donnees tirees de l'analyse par cytometric de flux et la figure 20B 
(p.54) est un resume des resultats presente en A. La diminution de l'expression de DLK par 
des ARN interferents favorise 1'accumulation en phase sub-Gl du cycle cellulaire des 
keratinocytes en culture (figure 20B, p.54). La proportion des cellules controles en sub-Gl, 
soient celles infectees avec le vecteur vide lentiviral (VV) et le shRNA ciblant la forme 
murine de DLK (SI), est de 8 et 9%. Cette proportion est de 28%, 25 et 18% pour les cellules 
infectees par les lentivirus DLK1, DLK2 et DLK3 respectivement (figure 20A, p.54). Ceci 
est similaire a l'effet observe en surexprimant DLK, laquelle entrainait une differenciation 
spontanee des keratinocytes sous-confluents (Robitaille et ah, 2005). Dans ce modele, la 
surexpression de DLK fait passer de 12 a 26% la proportion des keratinocytes en sub-Gl. 
Dans le cas de la diminution de l'expression de DLK par des ARN interferents, comme en 
surexpression, les cellules s'extraient des phases G1/G0 (figure 20B, p.54) pour s'accumuler 
dans la phase sub-Gl (figure 20B, p.54). La differenciation des keratinocytes est associee a la 
degradation de l'ADN genomique (McCall et Cohen, 1991), visible par une augmentation de 
la proportion de cellules en sub-Gl. Mais, l'apoptose induit aussi la fragmentation de l'ADN 
genomique et est identifiable de la meme facon, en cytometric de flux par une accumulation 
en sub-Gl. Les premieres evidences que nous avons ne nous permettent pas d'identifier 
clairement si cette accumulation en sub-Gl est causee par de l'apoptose ou par un mecanisme 
de differenciation terminale. D'un autre cote, le fait que les approches de surexpression et de 
knock-down donnent le meme resultat suggere que cette facette de la differenciation des 
keratinocytes est independante de la fonction de DLK dans la peau. Toutefois, ceci 
n'explique pas l'accumulation precoce en sub-Gl des keratinocytes depletes de DLK puisque 
les cellules infectees par le lentivirus DLK1 sont tres peu differenciees (figure 17B, p.48). La 
degradation de l'ADN genomique observee par l'accumulation en sub-Gl est possiblement 
un evenement DLK-independant qui tente de compenser la perte des mecanismes de 
differenciation DLK-dependants dans les keratinocytes en culture. 
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Figure 20. Analyse de la repartition dans le cycle cellulaire par cytometric de flux des 
keratinocytes humains en culture suite a la depletion de DLK. Les keratinocytes infectes 
avec un veeteur vide lentiviral (W), trois petits ARN interferents ciblant la forme humaine 
de DLK (DLK1, DLK2, DLK3) et ceux exprimant le controle ciblant la forme murine de 
DLK (SI) ont ete recoltes au jour 2 de differentiation. Les cellules ont ete fixees a l'ethanol, 
l'ADN colore au propidium iodine et lew repartition a travers les stades du cycle cellulaire 
analysee par cytometric de flux (A). Ces donnees sont resumees en histogrammes ou la 
proportion de cellules dans les stades subGl, G0/G1, S et G2/M est illustree (B). 
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2.5 La diminution de l'expression de DLK par des ARN interferents affecte peu les 
niveaux d'activation des MAPK 
Nous avons mesure les niveaux de phosphorylation des trois cascades des MAPK suite a la 
diminution de l'expression de DLK par des ARN interferents dans les keratinocytes 
differencies. La depletion de DLK affecte tres peu les niveaux d'activation des MAPK tant 
dans les premiers moments que plus tard durant la differenciation (figure 21). 
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Figure 21. Comparaison dans le temps de la phosphorylation des MAPK par DLK dans 
des keratinocytes differencies. Les memes extraits proteiques que ceux utilises dans la 
figure 19, p.51 ont ete analyses par immunobuvardage de type western en utilisant des 
anticorps reconnaissant specifiquement les formes phosphorylees de JNK, p38 et ERK afin 
de mesurer les formes actives des MAPK. Les formes non-phosphorylees des MAPK ont 
aussi ete analysees. Fl: forme longue. Fc : forme courte. Comme precedemment les 
keratinocytes ont ete infectes avec un vecteur vide lentiviral (VV), trois petits ARN 
interferents ciblant la forme humaine de DLK (DLK1, DLK2, DLK3), avec le controle 
ciblant la forme murine de DLK (SI) et sont recoltes aux jours 2 (A) et 8 (B) de 
differenciation. 
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Au jour 2, l'ARN interferent DLK1 augmente tres faiblement le niveau de phosphorylation 
des formes longues de JNK1 et JNK2 (figure 21 A, p.55). II n'y a aucun changement notable 
sur l'activation de p38 et de ERK 1 et 2 (figure 21A, p.55). On peut observer que les MAPK 
JNK et ERK sont generalement plus actives dans les premiers jours de differenciation, ce qui 
correspondrait aux niveaux les plus faibles de DLK pendant la differenciation (figure 21 A, 
p.55). p38 reste a des niveaux d'activation similaires tout au long du processus de 
differenciation. La synthese de DLK correle inversement avec les niveaux d'activation de 
JNK et de ERK (figure 21A et B, p.55). Au jour 8 de differenciation, la diminution de 
l'expression de DLK par des ARN interferents augmente legerement l'activation de JNK et 
diminue faiblement les niveaux de phosphorylation de p38 et ERK (figure 21B, p.55). Ces 
resultats suggerent que le mecanisme par lequel DLK induit la differenciation des 
keratinocytes en culture n'est probablement pas module par l'intermediaire des MAPK. 
2.6 La diminution de l'expression de DLK par des ARN interferents n'induit pas 
l'apoptose des keratinocytes et n'interfere pas avec l'activation de Akt mais module 
l'expression de RelA dans les derniers stades de differenciation. 
Pour verifier si la diminution de l'expression de DLK par des ARN interferents affectait la 
survie des keratinocytes, nous avons mesure l'expression des proteines Aktl et RelA, deux 
facteurs impliques dans des voies de signalisation associees a la survie, a la proliferation et a 
la differenciation des keratinocytes (Karin et al, 2002; Peng et al., 2003; Perkins et al, 2006; 
Manning et Cantley, 2007). En parallele, nous avons verifie le clivage d'une proteine substrat 
des caspases, la poly-ADP-ribose polymerase (PARP). Durant la differenciation des 
keratinocytes en culture, il existe une correlation inverse entre la synthese de DLK et 
l'activation de Akt ainsi que l'accumulation de RelA (figures 22A et 22B, p.57). Au jour 2 
post-confluence, la diminution de l'expression de DLK par des ARN interferents n'affecte ni 
l'expression, ni la phosphorylation de Aktl (figure 22A, p.57). Au jour 8 de differenciation, 
la phosphorylation sur serine de Aktl est perdue sans distinction entre les keratincoytes 
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infectes par les shRNA ciblant DLK ou les controles (figure 22B). La phosphorylation sur 
serine 473 de Akt est associee a son activation (Manning et Cantley, 2007) et est detectable 
seulement dans la couche basale et diminue a partir de la couche epineuse pour devenir 
indetectable dans la couche granuleuse (Lu et al, 2007). 
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Figure 22. Analyse des composantes des cascades pro-survie Akt, NF-KB et du 
marqueur d'apoptose PARP suite a la depletion de DLK dans les keratinocytes en 
differenciation. Les keratinocytes infectes avec un vecteur vide lentiviral (VV), trois petits 
ARN interferents ciblant la forme humaine de DLK (DLK1, DLK2, DLK3) et ceux 
exprimant le controle ciblant la forme murine de DLK (SI) sont recoltes aux jours 2(A) et 
8(B) de differenciation. Les memes extraits proteiques que ceux utilises dans la figure 19, 
p. 52 sont utilises pour analyses. La forme phosphorylee de Aktl est analysee par 
immunobuvardage de type western en utilisant des anticorps reconnaissant specifiquement la 
forme phosphorylee sur serine 473 de Aktl. Les proteines Aktl, RelA, le fragment clive de la 
PARP et l'actine sont aussi analyses par immunobuvardage en utilisant des anticorps 
specifiques, l'actine est utilisee comme controle de chargement. 
RelA est plus abondante durant les premiers moments de la differenciation (figure 22A. 
p.57). La diminution de RelA dans les puits correspondants aux shRNA DLK2 et DLK3 est 
probablement due a un mauvais chargement des puits vu l'absence d'effet de DLK1 sur 
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RelA. Les resultats des immunobuvardages suggerent qu'au jour 2 de differentiation, DLK 
n'est pas impliquee dans la regulation de la sous-unite du facteur de transcription NF-KB 
(figure 22A, p.57). Mais, pendant la progression de la maturation des keratinocytes, au jour 8 
de differentiation, les shRNA DLK1, DLK2 et DLK3, en ordre d'importance, entrainent une 
diminution de la sous-unite RelA (figure 22B, p.57). L'intensite relative de la depletion de 
DLK par les trois shRNA est correlee avec la diminution de RelA dans les keratinocytes 
differenciees au jour 8 (figure 19B, p.51 et figure 22B, p.57). Les premiers resultats 
suggerent que DLK regule la proteine RelA dans les evenements tardifs de la differentiation 
des keratinocytes en culture. Le clivage de la PARP n'est pas detectable a aucun stade durant 
la differentiation ni pour les controles VV et SI ni pour les shRNA contre DLK (figures 22A 
et 22B, p.57). Nous n'avons pas utilise de controle positif pour valider l'anticorps dirige 
contre la forme clivee de la PARP. Bien que l'anticorps ait ete reutilise et valide dans 
d'autres conditions, nous n'avons pas la certitude que la diminution de l'expression de DLK 
par des ARN interferents n'induit pas le clivage de la PARP. En comparant avec l'analyse de 
cytometric de flux (figure 20, p. 54), il est plus probable que 1'accumulation en sub-Gl soit la 
consequence de la degradation de l'ADN genomique associee a la differentiation terminate 
des keratinocytes qu'une manifestation d'un processus apoptotique. Encore une fois, 
l'absence de controle positif du clivage de la PARP ouvre la possibilite que l'apoptose n'ait 
pas ete detectee dans les conditions experimentales. II serait pertinent d'evaluer par une autre 
methode la presence d'apoptose comme par la mesure d'annexine 5 ou par un essai TUNEL 
sur les keratinocytes depletes de DLK ou sur les tissus epidermiques DLK"7". 
L'expression specifique de la kinase DLK dans la couche de cellules sous-jacente a la couche 
cornee de l'epiderme, sa participation au processus de differentiation des keratinocytes in 
vitro ainsi que la malformation de l'epiderme des souris DLK7" supporte la notion d'un role 
important pour cette kinase dans la formation de la peau. Pour mieux comprendre 
l'implication de DLK dans ce tissu, nous avons utilise l'approche de l'ARN a interference 
appliquee a un modele de cellules de peau humaine induites a se differencier in vitro. Les 
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premiers resultats obtenus confirment le role preponderant de DLK dans les keratinocytes 
notamment par 1'absence de differentiation des cellules depletees de DLK. Parmi les 
phenomenes impliquant DLK, nous avons observe une reduction des structures d'adherence 
de type desmosome, une diminution de l'expression et de l'activite transglutaminase dans les 
premiers stades de differentiation ainsi qu'une modulation a la hausse dans les phases 
tardives. Ce phenomene etait correle avec une accumulation des keratinocytes depletes de 
DLK dans le stade sub-Gl du cycle cellulaire. L'analyse moleculaire des cascades de 
signalisation impliquant DLK n'a pas revele de changement majeur dans les niveaux de 
phosphorylation des MAPK; JNK, ERK et p38. L'accumulation des cellules en sub-Gl suite 
au knock-down de DLK etait observee de facon similaire par la surexpression de DLK. Pour 
tenter d'expliquer cette contradiction, nous avons analyse l'expression de proteines 
impliquees dans des cascades de signalisation associees a la proliferation et la survie 
cellulaire. Nous n'avons pas identifie de changement dans le niveau d'expression et 
d'activation de Aktl, mais seulement une legere diminution de l'expression de la sous-unite 
RelA du facteur de transcription NF-KB dans les stades avances de differentiation in vitro. 
Globalement, ces resultats confirment le role important de DLK dans la differentiation des 
keratinocytes humains, montrent pour la premiere fois une implication de la kinase dans le 
maintien des desmosomes et supporte la notion que DLK est un activateur de la fonction 
transglutaminase dans les cellules de l'epiderme. 
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Manuscrit en preparation 
CHAPITRE 3 
La depletion de la MAPK Kinase Kinase DLK dans les cellules A431 induit l'apoptose 
et la modulation a la baisse de la sous-unite RelA de NF-KB, un facteur pro-survie. 
3.1 Resume 
Dual leucine zipper-bearing kinase (DLK), un activateur de la cascade de signalisation de la 
kinase de stress c-Jun N-terminal kinase (JNK), a ete auparavant identifie comme un 
regulateur de la differentiation des keratinocytes; cependant, son role dans les cellules peu 
differenciees est inconnu. Par l'approche de l'ARN a interference, nous demontrons que la 
depletion de DLK dans les cellules A431 de carcinome spinocellulare cutane cause la 
fragmentation de l'ADN, l'apoptose et la regulation a la baisse de facteurs pro-survie tels 
hsp70 et RelA, la sous-unite du facteur de transcription nuclear factor KB (NF-KB), 
supportant la notion d'une connexion entre l'expression de DLK et la survie cellulaire. Aussi, 
l'activite de DLK est requise pour la survie des cellules A431 puisque la surexpression de 
mutants catalytiquement inactifs de DLK induit l'apoptose de facon similaire a sa depletion 
par les ARN interferents. Globalement, ces resultats suggerent un nouveau role pour DLK 
dans la regulation de la survie cellulaire. 
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Abstract 
Dual leucine zipper-bearing kinase (DLK), an activator of the stress kinase c-Jun N-terminal 
kinase (JNK) signaling pathway, was previously identified as a regulator of keratinocyte 
differenciation; however, its role in undifferentiated skin cells is unknown. Using RNA 
interference, we demonstrate that DLK depletion in A431 squamous cell carcinoma cells 
causes DNA fragmentation, a consequence of apoptosis induction and down-regulation of 
pro-survival factors such as Hsp70 and the RelA subunit of the transcription factor nuclear 
factor KB (NF-KB), supporting the view of a connection between DLK expression and cell 
survival. Taken together, the results suggest a novel role for DLK in the regulation of cell 
survival. 
Introduction 
The function of normal skin cells is to produce and regenerate the epidermis. Part of this 
process is governed by several signaling pathways including the MAPK cascades, PI3K/Akt 
and NFKB. These cascades also participate in pathological processes, such as cancer. We 
have previously identified a role for a protein kinase, termed Dual Leucine-Bearing Kinase 
(DLK), in the keratinocyte differentiation program (Robitaille et ah, 2005). 
DLK is an activator of the JNK pathway, a subgroup of the MAPK family. It is clear from 
either the knockout mouse or pharmacological inhibition experiments that this cascade plays 
a role in rumorigenesis (Chen et ah, 2001; Gross et ah, 2007; Shibata et ah, 2008). DLK has 
been primarily identified as an activator of JNK, p38 (Fan et ah, 1996) and some recent 
studies have shown that ERK (Daviau et ah, 2009) can be a downstream target of DLK. 
Recent data indicate that DLK could indirectly play a role in cancer cells since a natural 
inhibitor of DLK, the MAP3K12 binding inhibitory protein (Mbip) gene was found with high 
level of amplification in lung adenocarcinoma (Weir et ah, 2007). Although it is actually not 
clear if this DLK inhibitor plays a direct role in lung cancer promotion, the knockdown of 
Mbip was shown to be capable of stimulating the anchorage-independent growth of two 
different lung adenocarcinoma cell lines (Weir et ah, 2007). For DLK itself, there is only a 
small amount of evidence suggesting a direct role of DLK in cancer cells. Notably, 
Schlabach et ah (2008) has recently identified by large shRNA screening DLK as a gene 
required for cancer cell viability: they compared the remaining pool of barcode containing 
shRNA with an initial pool of barcode shRNA-infected cells after 48 to 72 hours of shRNA 
expression in different cell lines. There are not currently enough evidences to identify 
weither DLK is suppressing or activating cancer cells survival. To explore further the role of 
DLK in cancer cells; we have examined the consequences of its depletion by RNA 
interference in the human epidermoid carcinoma cell line A431. Our results provide the first 
evidence for the involvement of DLK in cell survival by showing that DLK knockdown 
induces apoptosis as well as down-regulation of the RelA subunit of NF-KB, a family of 
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transcription factors controlling the expression of genes with key roles in cellular immunity, 
inflammation and viability (Pahl, 1999; Karin et at, 2002; Perkins et at, 2006). 
Results and discussion 
DLK knockdown favors accumulation of tumor but not normal cells in the subGl 
growth phase. 
To address the role of DLK in poorly differentiated keratinocytes, A431 cells were depleted 
of endogenous DLK by RNA interference. Knockdown of DLK was accomplished by 
infecting cells with lentiviral vectors (numbered DLK1, DLK2 and DLK3) carrying short 
hairpin RNAs (shRNA) that targeted distinct regions of human DLK mRNA. As 
demonstrated by immunoblotting (Fig. 1A), effective knockdown of DLK was achieved in 
cells infected with all lentiviral vectors encoding human DLK shRNA. In contrast, infection 
with either an empty lentivirus (mock) or a lentivirus expressing a mouse DLK shRNA (Ml) 
with two nucleotide mismatches compared to human DLK, was without effect. Infection of 
A431 cells with human shRNAs prevented growth to confluency (data not shown). Flow 
cytometry analysis showed that A431 cells infected with the DLK1, DLK2 and DLK3 
lentiviral constructs exited the replicative cell cycle and accumulated in the subGl phase (24 
to 42% of total cells) (Fig. 1C). In comparison, mock or Ml-infected cells did not accumulate 
in sub-Gl (3 to 9 % of total cells) (Fig. 1C). In parallel experiments, human dermal 
fibroblasts were used as a non-transformed cell model to examine the effects of DLK 
depletion on cell cycle distribution. Under the same conditions, dermal fibroblasts 
accumulated in G1/G0 as a result of contact growth inhibition (Fig. ID) while A431 cells 
kept proliferating. As shown in figure ID, none of the lentiviral-expressing shRNA led to 
subGl accumulation in non-transformed dermal fibroblasts thereby suggesting an effect of 
DLK depletion specific to cancer cells. However it remains to be accessed further if 
proliferation is a pre-requisite for DLK specific effect on cancer cells. 
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Figure 1. DLK knockdown induces DNA fragmentation in A431 cells. A431 squamous 
cell carcinoma cells (A) or non-transformed human dermal fibroblasts (B) were harvested 4 
days after infection with either an empty lentiviral vector or different lentiviruses expressing 
mouse (Ml) or human (DLK1, DLK2, DLK3) DLK shRNAs. All cells were fixed, stained 
with propidium iodide and analysed by flow cytometry (C). The graphs represent the 
apparent distribution in the cell cycle after infection with the different lentiviruses (D). 
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DLK depletion in A431 but not in non-transformed cells induces JNK activation and 
apoptosis. 
To verify whether the defects in cell-cycle distribution induced by DLK depletion in A431 
cells might be due to defects in the activation of the MAPK signaling pathways, we evaluated 
the activity of JNK and ERK in DLK-depleted and control cells by immunoblotting using 
antibodies specific to the phosphorylated, activated forms of these proteins. Knockdown was 
confirmed in A431 and dermal fibroblasts cells by immunoblotting protein extracts with 
specific antibody against DLK (Figs. 2A and 2B). Our results showed that DLK depletion 
resulted in A431 cells resulted in JNK activation as shown by increased phospho-JNK 
detection in immunoblots, whereas the level of ERK phosphorylation decreased, a sign of 
reduced proliferative potential (Fig. 2A). p38, another member of the MAPK family, was 
weekly detected by the phospho-specific antibody and the results are not shown. Given that 
activation of the JNK signaling pathway in several models has been associated to apoptosis 
induction, lysats prepared from cells infected with the different lentiviruses were subjected to 
immunoblotting with an antibody against the cleaved form of poly-ADP-ribose polymerase 
(PARP), a well known caspase substrate (Duriez and Shah, 1997). Our results demonstrated 
that DLK depletion in A431 cells resulted in PARP cleavage (Fig. 2A), suggesting that loss 
of DLK triggers apoptosis. All three lentiviral DLK expressing shRNA yielded different 
knockdown efficiency but the downstream effects, in A431 cells were correlating the 
variability in DLK depletion. Infection of cells with the control lentiviruses led to detectable 
PARP cleavage (Fig. 2A). On the other hand, although similar knockdown of DLK was 
achieved in human dermal fibroblasts infected with the DLK1, DLK2 and DLK3 lentiviral 
vectors, neither phosphorylation of JNK nor PARP cleavage was observed under these 
conditions (Fig. 2B). 
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Figure 2. The knockdown of DLK in A431 induces apoptosis and down-regulation of 
pro-survival factors. A431 cells (A, C) and non-transformed human dermal fibroblasts (B) 
were harvested 4 days after infection with either an empty lentiviral vector or different 
lentiviruses expressing mouse (Ml) or human (DLK1, DLK2, DLK3) shRNAs. Protein 
extracts prepared from infected A431 cells and dermal fibroblasts were immunoblotted with 
antibodies to either DLK, phospho-JNK, JNK, phospho-ERK, ERK, cleaved PARP, 
phospho-Akt, Akt, RelA, Hsp70 or Hsc70. As a control for protein loading, immunoblots 
were probed in parallel with antibody targeting y-actin. All immunoblots were conducted 
with protein extracts of one representative experiment. 
DLK depletion in A431 cells causes down-regulation of the pro-survival factors, RelA 
and Hsp70. 
To gain mechanistic insights into the roles of DLK in A431 cells, we asked whether DLK 
depletion causes changes in the steady-state levels of survival proteins, like Akt and Hsp70, 
whom expression and/or activity have been shown to be modulated by DLK (Daviau et al, 
2006, Daviau et al, 2009). The loss of DLK was accompanied by a reduction of Akt 
phosphorylation and expression (Fig. 2C). Moreover, we have observed that Hsp70 was 
significantly down-regulated in DLK-depleted cells as compared to cells infected with the 
control lentiviruses (Fig. 2C). Interestingly, this effect is specific for the stress-inducible 
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protein Hsp70, a molecular chaperone that has been shown to be involved in cancer cell 
survival and tumorigenesis (Aghdassi et ah, 2007; Powers et ah, 2008), because expression 
of its constitutive counterpart Hsc70 was not changed in DLK-depleted cells. Again, the 
variability in the downstream effects is correlated with the level of knockdown. Furthermore, 
the number of components affected by DLK depletion in A431 cells is associated with the 
knockdown efficiency. Several lines of evidence show that Hsp70 can inhibit cell death by 
directly regulating the activity of proteins that are involved in various aspects of apoptosis. 
For instance, it has been reported that Hsp70 blocks both caspase-dependant and caspase-
independent cell death through interactions with key apoptotic effector molecules, including 
apoptotic activating factor-1 (Apaf-1) (Beer et al., 2000; Saleh et al., 2000) and apoptosis-
inducible facor (AIF) (Ravagnan et ah, 2001). Interactions between Hsp70 and kinases of 
signaling pathways that transduce stress signals have also been observed. Park et ah (2001) 
have found that Hsp70 can inhibit JNK activation in cells exposed to UV irradiation, and that 
this inhibitory function is linked to Hsp70's ability to directly bind JNK and suppress its 
association with and phosphorylation by MKK4. The fact that DLK depletion in A431 cells 
results in up-regulation of JNK phosphorylation and down-regulation of Hsp70 expression 
suggests a potential role for DLK in the regulation of JNK by Hsp70. 
Given the role of NF-KB in modulating apoptotic susceptibility of keratinocytes (Seitz et al., 
2000), we tested whether the knockdown of DLK in A431 cells could alter the expression 
levels of RelA, a NF-KB subunit (Gilmore, 2006). The results showed that cells infected with 
shRNA DLK2 and DLK3 have reduced levels of RelA, compared to cells infected with the 
control lentiviruses (Fig. 2C). Compared to DLK2 and DLK3, DLK1 lentiviral construct had 
no similar effects on RelA expression (Fig. 2C), presumably because DLK knockdown was 
insufficient. Several studies highlight a role for the NF-KB components in epithelial cancers: 
Activation of NF-KB increases proliferation and tumorigenesis of human skin cancer cells 
(Ren et ah, 2006) and down regulating NF-KB sentitize squamous cell carcinomas to 
apoptosis (Anto et ah, 2003; Duan et ah, 2007). How DLK could regulate this pathway is 
unclear but several data in the literature suggest that both the JNK and NF-KB pathways 
regulate each other in a complex manner. For example, expression of the MAPK phosphatase 
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MKP-1 is positively regulated by NF-KB (Wang et al, 2008). It is also reported that 
activation of JNK is negatively regulated by the NF-KB inducible protein Gadd45p, which 
binds to MKK7 directly and blocks its catalytic activity thereby suppressing activation of the 
JNK pathway (Papa et al, 2004). 
A431 
S h R N A Mock DLK1 DLK2 DLK3 M1 
I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 
Lactacystin - + + - + - + - + 
<"•«* -RelA 
WB: anti-RelA 
-cyclin D1 
WB: anti-cyclin D1 
-actin 
WB: anti-actin 
WD* -GAPDH 
WB: anti-GAPDH 
Figure 3. Lactacystin treatment does not prevent down-regulation of RelA protein 
levels in DLK-depleted A431 cells. A431 cells were infected with either the empty, DLK1, 
DLK2, DLK3 and Ml lentiviral constructs. On day 4 after infection, cells were treated with 
either DMSO (vehicle) or lOuM lactacystin for 6h and subsequently subjected to 
immunoblot analyses with anti-RelA and anti-cyclin Dl antibodies. As a control for protein 
loading, immunoblots were probed in parallel with anti-actin and anti-GAPDH antibodies. 
Down-regulation of RelA expression in DLK-depleted cells not linked to protein 
destabilization. 
To examine whether DLK knockdown-induced down-regulation of RelA could be attributed 
to changes in protein stability, DLK-depleted A431 cells were incubated with and whitout the 
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proteasome inhibitor lactacystin before being processed for immunoblotting with anti-RelA 
antibody. As shown in figure 3, lactacystin treatment had no significant effect on RelA 
expression in DLK-depleted cells, thereby suggesting that the proteasome might not be 
responsible for the decreased RelA levels observed after DLK depletion. To verify that the 
proteasome was indeed inhibited by lacatacystin, lysate of infected cells were also subjected 
to immunoblotting with an antibody to cyclin Dl, a cell cycle regulator with a short half-life 
(Choi et al, 1997). Cells infected with DLK1, DLK2 and DLK3 lentiviral constructs 
displayed reduced levels of cyclin Dl, an indicator of growth arrest. Although we observed 
accumulation of this protein in control mock-infected cells treated with lactacystin it was not 
clear with mouse DLK shRNA expressing cells (Fig 3). This may be explained by the fact 
that cells were not synchronized prior to lactacystin treatment. 
Overexpression of catalytically-inactive DLK mutants in A431 cells induces PARP 
cleavage and down-regulation of RelA. 
To confirm the results obtained with the shRNA approach, we decided to evaluate whether 
overexpression of catalytically-inactive DLK mutants could act as dominant negative 
inhibitiors for endogenous DLK and consequently promote induction of apoptosis in A431. 
To do so, cells were infected with recombinant adenoviruses (MOI between 10 and 200) 
expressing either a mutant DLK in wich lysine 185 of the ATP-binding domain was replaced 
by arginine (K185R) or a mutant DLK with the kinase subdomains VII to XI deleted (KD). 
At 48h after infection, cells were harvested and processed for immunoblot analyses with 
antibodies to cleaved PARP and RelA. As evidenced by PARP cleavage (Figs. 4A and 4B), 
the induction of apoptosis was apparent when the cells were infected with both DLK mutants 
at MOI between 50 and 200. Down-regulation of RelA expression was observed in K185R-
infected cells but not in KD-infected cells, supporting a role for an intact catalytic domain in 
RelA regulation. This observation is of particular interest since LZK, a kinase very similar to 
DLK, participates in NF-KB activation by associating with inhibitor of KB kinase-P (IKKP) 
This interaction with IKK0 is lost upon deletion of the LZK kinase domain (Masaki et al., 
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2003). DLK, like LZK, could regulate NF-KB by associating with a component of the IKB 
kinase complex. Our data also show that overexpression of wild-type DLK tended to 
decrease the levels of cleaved PARP and stabilize RelA expression as the amount of virus 
increased (Fig. 4C). When taken together, these observations support the involvement of 
DLK in cell survival. 
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Figure 4. Overexpression of kinase-defective DLK mutants in A431 cells induces 
apoptosis. A431 cells were infected at MOI between 10 and 200 with recombinant 
adenoviruses expressing either kinase-defective forms of DLK (A, K185R; B, KD) or wild-
type DLK (C). On day 2 after infection, cells were harvested and processed for immunoblot 
analyses with anti-cleaved PARP and anti-RelA antibodies. As a control for protein loading, 
immunoblots were probed in parallel with anti-actin antibody. 
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Conclusion 
Although some of the components of the JNK cascade, like MKK4, MKK7 and MLK3, have 
been investigated for their oncogenic and tumor suppressor functions, few data exist on the 
biological function of DLK in cancer cells. The present work suggests that DLK is giving a 
survival or proliferative advantage to the squamous cell carcinoma cell line A431 since its 
depletion by RNA interference promotes cells death, as evidenced by up-regulation of JNK 
activity, induction of PARP cleavage and down-regulation of RelA and Hsp70 expression. 
The effect that DLK depletion has on A431 cells might be cancer-specific since it was not 
observed in normal human dermal fibroblasts. Investigation of the role of DLK in other 
cancer cell lines will be important to determine the extent to which our observation has 
general validity. 
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Materials and methods 
Cells and reagents 
Human A431 squamous cell carcinoma (American Type Culture Collection) were grown in 
high glucose DMEM (Gibco) supplemented with 5% CCS (HyClone/Thermo Fisher 
Scientific Inc., Logan, UT), lOOU/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin and 25 ug/ml 
amphotericin B. Normal human dermal fibroblasts were kindly provided by the Dr. Lucie 
Germain at the LOEX. These cells were grown in the same medium as for A431 but with 
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FBS (Wisent Inc., St-Bruno, Qc, Canada) instead of CCS. Lactacyctin (Sigma-Aldrich Ltd.) 
was used at a final concentration of 10 uM and treatment lasted for 6h before harvesting. 
Lentiviral and adenoviral infections 
Three different lentiviral vectors expressing human DLK shRNA and a control vector for 
mouse DLK shRNA were purchased from Open Biosystems (Huntsville, AL, USA) ( DLK1 : 
5'-GCGCCACATAATCAACAGAAA-3', DLK2 : 
5'-CCTCAAAGAAACCGACATCAA-3', DLK3 : 5'-CTACGACGATGTGGTGAAGAT-3', 
SI : 5'-GCGTCAGTCACTATCTACATT-3'. The pLKO.l empty vector was obtained from 
Addgene Inc. (Cambridge, MA, USA). Viruses were produced by triple transfection of HEK 
293T and were collected by spinning, 72 h after transfection (see http://tronolab.epfl.ch for 
details). All cells (lxlO6) were infected during passage with supernatant from transfected 
HEK 293T and 4ng/ml Polybrene (Sigma). Medium was replaced 24h after infection and 
every 48h afterwards. A431 and dermal fibroblasts were harvested 4 days post-infection. 
A431 cells were infected with adenoviruses expressing wild-type (ad-DLK) and two kinase-
defective forms of DLK (ad-DLK K185R, Robitaille, K. et al, 2004; ad-DLK KD, 
Robitaille, K. et al, unpublished data). Cell were exposed to recombinant viruses for lh at a 
multiplicity of infection (MOI) ranging from 10 to 200 and harvested 48h later. 
Preparation of cell lysates and immunoblotting 
For western blotting, cells were harvested by centrifugation and lysed for 60 min at 4°C in 
lysis buffer (15 mM Tris-HCl pH 7.4, 1% Triton X-100, 0.2% SDS, 0.5% sodium 
deoxycholate, 150 mM NaCl, 1 mM MgCh, 1 mM EGTA, 10 mM |3-mercaptoethanol, 0.2 
mM sodium orthovanadate, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 pig/ml leupeptin and 1 
fig/ml aprotinin). Lysates were clarified by centrifugation (12,000 xg for 10 min at 4°C) and 
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the concentration of total protein in the supernatant fraction was quantified by the modified 
Bradford protein assay (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, Ontario, Canada). Equal 
amounts of proteins were fractionated by SDS-PAGE and transferred onto PVDF membranes 
(Roche Diagnostics, Laval, Quebec, Canada) using a semi-dry transfer apparatus (Amersham 
Pharmacia Biotech, Inc., Baie d'Urfe, Quebec, Canada). Membranes were blocked overnight 
at 4°C or for 1 h at room temperature in 20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20 
(TBS-T) containing 5% skim milk powder before addition of the primary antibody (lh at 
room temperature or overnight at 4°C). Immunoreactive bands were detected by enhanced 
chemiluminescence using secondary horseradish peroxidase-conjugated antibodies (ECL 
Plus Western blotting kit, Amersham Pharmacia Biotech Inc.). Rabbit polyclonal antiserum 
raised against DLK was described previously (Douziech et al., 1999). Hsp70 and Hsc70 
polyclonal antibodies were provided by R. Tanguay (Universite Laval). The following 
antibodies were from commercial sources: phospho-p38, AKT1/phosphor-AKT, 
ERK/phosphor-ERK, cleaved PARP, GAPDH and p38 (Cell signaling technology), cyclin 
Dl, JNK/phospho-JNK, RelA (Santa Cruz Biotechnology) and actin (Sigma). 
Fluorescence-activated cell sorting analysis (FACS). 
For cell cycle analysis, cells were harvested, washed in PBS, fixed in ethanol, rewashed in 
PBS, and resuspended in 70% ethanol. After overnight incubation at -20°C, cells were 
washed twice with PBS and stained for 3h with 20 ug/mL propidium iodide. DNA content 
was analyzed on a cytofluorimeter by fluorescence-activated cell sorting analysis 
(FACSCalibur; Becton Dickinson Biosciences) using CellQuest software (BD Biosciences). 
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CHAPITRE 4 
DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
La differenciation terminate des keratinocytes necessite la synchronisation des signaux 
transmettant les changements biochimiques, biologiques et morphologiques afin de faire 
d'une cellule provenant des couches proliferatives de l'epiderme un corneocyte. Malgre 
plusieurs decennies de recherche sur les principes et mecanismes gouvernant le processus de 
differenciation des cellules epidermiques, plusieurs modes de regulation sont demeures 
inexplores. L'etude des voies de signalisation importantes pour la production et le maintien 
de l'epiderme a le potentiel de creer de nouvelles cibles permettant de mieux contrer les 
dereglements pathologiques de la differenciation des keratinocytes. 
L'equipe dirigee par le Dr. Blouin en collaboration avec la Dre. Germain a concentre ses 
efforts depuis quatre ans a la caracterisation du role de la proteine kinase DLK dans la 
differenciation des keratinocytes. Plusieurs indices laissaient croire a 1'implication de DLK 
dans la differenciation terminale suite a sa surexpression dans des keratinocytes normaux 
humains en culture. Le knockout du gene codant pour DLK a fournit l'evidence que la kinase 
etait importante pour la formation d'une couche cornee normale. Nous avons concentre nos 
efforts sur la mise au point d'une methode de diminution de l'expression de DLK par des 
ARN interferents afin de preciser le role de DLK dans les mecanismes normaux de 
differenciation des keratinocytes. Plusieurs elements allant de la morphologie a l'expression 
et l'activation de la TGM1 en passant par le dereglement du cycle cellulaire ainsi que dans 
les composantes des cascades de signalisation propres au processus de cornification 
confirment le role important que tient DLK. A travers ces experiences, nous avons aussi 
identifie une fonction nouvelle de la proteine dans la survie de carcinomes cutanes spino-
cellulaires. La suite de cette etude est de reproduire la depletion de DLK par les ARN 
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interferents dans des peaux reconstruites in vitro afin d'etudier le role de la kinase dans le 
processus de cornification. 
4.1 La diminution de l'expression de DLK par ARN interferents altere la 
differenciation des keratinocytes humains normaux en culture des l'apparition des 
desmosomes. 
Au prealable, nous savions que la surexpression de DLK augmentait la differenciation des 
keratinocytes puisque sa surexpression induisait plusieurs caracteristiques des cellules 
differenciees comme, l'augmentation de l'activite transglutaminase, la degradation de l'ADN 
genomique et une hausse de l'expression de la filaggrine (Robitaille et ah, 2005). Nous 
supposions done que la depletion de DLK par l'approche de 1'ARN a interference aurait des 
consequences importantes sur la differenciation des keratinocytes en culture. En effet, dans 
les premiers stades de maturation, les keratinocytes ayant moins de DLK ressemblent 
davantage a des cellules non differenciees, par leur morphologie et leurs faibles niveaux 
d'expression et d'activation de la TGM1. L'impact de la depletion de DLK se faire ressentir 
au niveau des desmosomes. Les jonctions typiques des cellules differenciees de la couche 
epineuse sont sous-representees et les contacts cellule-cellule deficients particulierement 
suite a 1'infection du shRNA lentiviral DLK1. Ceci est surprenant compte tenu du fait que 
l'expression de DLK est concentree dans la couche granuleuse et que les desmosomes sont 
formes a partir de la couche sous-jacente. Toutefois, ceci pourrait expliquer le phenomene de 
detachement de la couche cornee observe chez les souris DLKA. DLK est exprimee plus 
fortement dans la couche granuleuse, mais elle est detectable dans les couches basales et 
epineuses de l'epiderme, meme chose dans la peau reconstitute et dans les keratinocytes en 
culture (Robitaille et al., 2005; Robitaille, H. Fonction de la Dual leucine-zipper proteine 
kinase DLK dans la differenciation des keratinocytes epidermiques. These de doctorat, 
Universite Laval, Quebec. 2007). Dans la peau humaine, DLK a ete localisee en microscopie 
electronique dans la couche granuleuse et plus particulierement a la membrane plasmique des 
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keratinocytes par immunomarquage avec des particules d'or (Robitaille et al., 2005). Une 
certaine portion des proteines marquees etait a proximite des jonctions desmosomales. Aussi, 
DLK colocalise avec la TGM1, toujours a la membrane plasmique. La TGM1 est associee 
aux jonctions adherentes et son activite est concentree dans les fractions proteiques isolees 
des jonctions cellulaires (Hiiragi et al, 1999). II n'est done pas surprenant que la diminution 
de 1'expression de DLK par des ARN interferents puisse avoir un effet sur les jonctions 
desmosomales. 
La destruction des jonctions de type desmosome caracterise les lesions ou la peau a tendance 
a decoller chez les individus souffrant de la maladie Pemphigus. Chez des souris atteintes de 
la maladie, 1'inhibition pharmacologique de la MAPK p38 resorbe le phenomene. p38 est une 
des MAPK que DLK peut activer par phosphorylation (Fan et al, 1996). Dans la maladie 
auto-immune Pemphigus, cette MAPK est responsable de la destabilisation des jonctions 
cellulaires. II serait possible que DLK soit la kinase qui active p38 dans le mecanisme decrit 
par Berkowitz et al. (2006); mecanisme par lequel l'activation de p38 induit la 
phosphorylation de hsp27 et ensuite la destabilisation des desmosomes et done la pathologie 
Pemphigus. II serait interessant de pousser plus loin 1'etude du role de DLK dans 
l'etablissement des desmosomes normaux et dans des modeles in vitro de keratinocytes en 
culture exposes aux auto-anticorps associes au Pemphigus (Berkowitz et al, 2005). II est 
meme possible d'etudier le phenotype de la maladie en isolant les keratinocytes de patients 
atteints pour recreer des equivalents de peau in vitro avec les memes symptomes associes au 
Pemphigus (Regnier et al, 1990). 
4.2 L'expression et l'activite transglutaminase comme marqueur de differentiation. 
La TGM1 represente un marqueur de choix pour etudier le processus de differenciation des 
keratinocytes. Son role est unique et essentiel pour la cornification. La synthese de la 
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proteine est induite suivant 1'augmentation de calcium intracellulaire et apres l'atteinte de la 
confluence par les keratinocytes en culture (Pillai et al, 1990). De plus, son activite peut etre 
mesuree et ainsi fournir une donnee supplemental sur le niveau de differenciation tout au 
long du processus de maturation. Cependant, notre mesure d'activite transglutaminase n'est 
pas exclusive a la TGM1. C'est une mesure d'activite totale et les transglutaminases 3 et 5 
participent certainement a 1'activite mesuree dans nos experimentations. II est possible 
d'isoler l'activite de la TGM1 specifiquement en incubant un substrat de l'enzyme dans des 
conditions de pH favorisant l'activite de la TGM1 (Raghunath et al, 1998; Esposito et al, 
2001). Nous n'avons pas etudie les marqueurs de differenciation comme la filaggrine, meme 
si precedemment il a ete montre que la surexpression de DLK augmentait son expression 
(Robitaille et al, 2005). Les analyses des peaux murines DLKV" n'ont pas revele de 
changements notables dans le niveau d'expression de plusieurs marqueurs de differenciation 
epidermiques (Germain et al, donnees non publiees). Nous avons done concentre notre etude 
autour de la TGM1. Cette enzyme est tres abondante dans la peau et possede une fonction 
unique dans cette deraiere. II serait interessant de mesurer l'activite specifique a la TGM1 
dans la peau des souris DLK"7". 
4.3 La diminution de l'expression de DLK par des ARN interferents affecte l'expression 
de la TGM1 et l'activite transglutaminase totale dans les keratinocytes en 
differenciation. 
En surexprimant DLK dans les keratinocytes, l'activite transglutaminase est augmentee 
(Robitaille et al, 2005). L'inverse est vrai, la diminution de l'expression de DLK par des 
ARN interferents diminue l'activite enzymatique associee aux transglutaminases. La 
depletion de DLK affecte aussi les niveaux de la TGM1, mais seulement dans les stades de 
differenciation associes a la formation des desmosomes et des premiers signes de 
differenciation. Seul le shRNA DLK1 induit une diminution appreciable du niveau de TGM1 
au jour 2 de differenciation. DLK1 et DLK2 semblent avoir une efficacite similaire pour la 
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depletion de DLK, comme observe par immunobuvardage de type western. En mesurant 
l'activite de DLK suite a la diminution de l'expression de DLK par des ARN interferents, ou 
en quantifiant l'ARNm de DLK, nous pourrions avoir une meilleure distinction entre les 
deux shRNA DLK1 et DLK2. Globalement, 1'analyse de l'expression de la TGM1 et de 
l'activite transglutaminase in situ indique que les cellules sont moins differenciees, 
corroborant les resultats observes en microscopie sur les jonctions de type desmosome au 
jour 2 de differenciation. Mais la diminution de l'expression de DLK par des ARN 
interferents ne restreint pas l'activite transglutaminase 8 jours apres confluence, lorsque les 
cellules sont tres differenciees et que DLK s'est accumulee dans les cellules. L'activite 
transglutaminase reste elevee. Des etudes ont montre que le knockout de la TGM1 amene une 
augmentation de l'expression des transglutaminases 2 et 3 (Matsuki et al, 1998). Chez 
certaines autres maladies cutanees comme le psoriasis, ou Pepiderme souffre d'un manque de 
differenciation entrainant une reponse inflammatoire, les patients atteints auraient tendance a 
avoir une hausse de l'activite transglutaminase totale et TGM2 specifique (Raghunath et al. 
1998). II est probable que la depletion de DLK soit compensee par une activite ou une 
expression accrue des autres membres de la famille des transglutaminases. Ceci ferait partie 
de la mise en branle de tous les signaux pro-differenciateurs disponibles pour contrer le 
manque de cornification de Pepiderme. En faisant la depletion de DLK dans des peaux 
reconstruites in vitro, il serait interessant de mesurer certains marqueurs de proliferation 
comme la keratine 6 ou la proteine Ki67, souvent associes a une differenciation defectueuse. 
Le mecanisme par lequel DLK regule l'activite et l'expression de la TGM1 est totalement 
inconnu. Parmi les hypotheses les plus probables, DLK pourrait reguler la TGM1 en agissant 
sur la Cathepsine D. Cette protease lysosomale est impliquee dans Pactivation par clivage 
proteolytique de la TGM1 (Egberts et al, 2004). En utilisant les anticorps developpes par 
Iizuka et al, (2003) nous serions en mesure d'identifier un changement dans le clivage de la 
TGM1 suite a la diminution de l'expression de DLK par des ARN interferents. TIG-3 etant 
un activateur de la TGM1 (Jans et al, 2007; Eckert et al, 2008), DLK pourrait reguler son 
activite et done moduler celle de la TGM1 du meme coup. Une derniere possibility est la 
phosphorylation directe de la TGM1 par DLK. Les acides amines S24, S82, S85 et S92 de la 
TGM1 sont phosphoryles dans certaines conditions (Rice et al, 1996). Le site S82, le plus 
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abondamment phosphoryle de base dans les keratinocytes, pourrait servir a reguler l'ancrage 
de l'enzyme a la membrane plasmique puisqu'il est a proximite de son site d'acylation par 
des groupements myristate ou palmitate en N-terminal de la TGM1. 
4.4 La depletion de DLK entraine une accumulation des keratinocytes dans le stade 
sub-Gl du cycle cellulaire. 
Le stade sub-Gl est associe a une augmentation de la degradation de l'ADN, une des 
consequences de la differenciation terminale chez les keratinocytes. La surexpression de 
DLK entrainait une differenciation spontanee des keratinocytes sous-confluents (Robitaille et 
al, 2005). DLK accroissait la proportion de cellules en sub-Gl de 12% a 26%, des resultats 
tres similaires a ceux observes lorsque DLK est depletee. Le shRNA DLK1 augmente a 28% 
la portion de cellules en sub-Gl comparativement a 9 et 8% pour les cellules controles 
infectees avec un vecteur vide lentiviral (VV) et un shRNA ciblant la forme murine de 
l'ARNm de DLK (SI) respectivement. La diminution de l'expression de DLK par des ARN 
interferents pourrait amener les cellules a compenser sa perte en augmentant les signaux de 
differenciation. Ceci pourrait expliquer les resultats contradictoires sur 1'augmentation de 
l'expression de la TGM1 discutes precedemment dans les keratinocytes depletes de DLK au 
jour 8 apres que la confluence soit atteinte. 
4.5 La diminution de l'expression de DLK par des ARN interferents affecte peu les 
niveaux d'activation des MAPK. 
DLK etant une MAPKKKinase, done en amont de plusieurs cascades de signalisation, nous 
nous attendions a observer une plus forte variation dans les niveaux de phosphorylation des 
differentes MAPK que ce qui a ete obtenu. II est possible que les cellules depletees de DLK 
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ne participent pas a l'activation des MAPK et qu'a l'oppose, les keratinocytes n'ayant pas 
perdu la kinase compensent pour cette activation perdue. Puisque les niveaux de 
phosphorylation des MAPK tendent a diminuer fortement lorsque les cellules progressent 
dans la differenciation, plusieurs signaux provenant des cellules non differenciees 
deviendraient des faux positifs. Toutefois, la diminution de phospho-ERK au jour 8 correle 
avec les resultats de cytometric de flux et montre que les keratinocytes proliferent moins. 
Aussi, il est important de noter que malgre le fait que notre etude mesure l'activation basale 
des MAPK, la couche de fibroblastes irradies sur laquelle sont ensemences les keratinocytes 
pourrait interferer dans les immunoburvardages. Cette interaction est importante pour la 
differenciation des keratinocytes puisque leur differenciation est beaucoup moins bonne 
lorsqu'ensemences sur un support de plastique directement (Auger et al, 2004; Auxenfans et 
ah, 2009). Les fibroblastes sont en nombre egal dans toutes les experiences, l'erreur qui 
pourrait apparaitre dans nos resultats est done systematique, mais pourrait neanmoins 
empecher de voir de subtiles differences entre les niveaux d'activation des MAPK par 
exemple. Ceci n'est plus contributif plus tard dans la differenciation, puisque les 
keratinocytes font decoller les fibroblastes durant leur multiplication. Comme DLK 
s'accumule dans le temps a l'inverse de la phosphorylation des MAPK, il est peu probable 
que son role soit concentre sur l'activation des MAPK dans la differenciation des 
keratinocytes, e'est ce que les resultats de la diminution de 1'expression de DLK par des 
ARN interferents suggerent. 
Neanmoins, l'impact de DLK sur l'activation de JNK suivant la surexpression de DLK etait 
clair (Robitaille et al, 2005). Pourquoi n'est-ce pas aussi le cas lors de la diminution de 
1'expression de DLK par des ARN interferents? La surexpression est une approche plus 
eloignee des conditions physiologiques comparativement a la diminution de 1'expression de 
DLK par des ARN interferents. La surexpression de DLK dans des keratinocytes non-
differencies force la maturation des cellules. DLK induit un arret de proliferation, la 
degradation de l'ADN genomique et l'expression de genes, tous des phenomenes qui ne sont 
pas normalement associes a des cellules sous-confluentes en proliferation exponentielle dans 
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la peau. Par l'approche de l'ARN a interference, nous pouvons suivre la progression dans la 
differenciation des cellules jusqu'au stade ou la perte de 1'expression du gene cible a un 
impact. Ainsi, tous les mecanismes precedant 1'implication de DLK devraient se mettre en 
branle de facon normale. L'analyse de l'activite de JNK suite au knock-down de DLK dans 
les peaux reconstitutes pourra determiner si 1'activation de JNK par DLK est importante pour 
la formation de la peau. Nous n'avons pas de donnees sur l'activation des MAPK dans 
l'epiderme des souris DLK_/". Mais de facon etrange, 1'inhibition de JNK augmente la 
differenciation des keratinocytes en culture (Gazel et al, 2006). Le knockout de JNK1 a un 
impact majeur sur l'epiderme contrairement a la deletion de JNK2 qui accroit le processus de 
differenciation dans l'epiderme comparativement aux souris de type sauvage (Weston et al, 
2004). Presentement, il est difficile de differencier l'activite des JNK puisqu'ils partagent les 
memes substrats et que les anticorps commerciaux disponibles ne sont pas efficaces pour 
distinguer la phosphorylation des isoformes JNK1 et JNK2. Afin de cibler la fonction de 
DLK sur JNK durant la differenciation des keratinocytes, il serait preferable de faire la 
depletion simultanement de DLK et de l'un ou 1'autre des JNK. Mais les resultats que nous 
avons obtenus incitent aussi a etudier de plus pres les signaux initiateurs de la differenciation. 
DLK est peut-etre peu abondante, mais est importante dans les stades plus precoces de la 
differenciation, au meme moment ou le niveau de phosphorylation de JNK est important. p38 
est la seule des trois MAPK qui conserve son niveau de phosphorylation pendant la 
differenciation des keratinocytes en culture. p38 est une autre cible connue de DLK mais les 
etudes sur cette MAPK dans la differenciation des keratinocytes sont rares. p38 serait 
important pour la reponse apoptotique (Raj et al, 2006) et pour la reponse inflammatoire 
induite par l'exposition aux UVB (Kim et al, 2008). Pour distinguer la cascade parmi celles 
des MAPK impliquant DLK, il serait interessant de soumettre les cellules a differents stimuli 
comme les UV, les blessures et les cytokines inflammatoires. II serait important d'etudier ces 
phenomenes dans les keratinocytes ou DLK est depletee, peut-etre meme sur des peaux 
reconstruites dans lesquelles DLK serait depletee. 
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4.6 La diminution de l'expression de DLK par des ARN interferents n'induit pas 
l'apoptose des keratinocytes et n'interfere pas avec l'activation de Akt mais module 
l'expression de RelA dans les derniers stades de differenciation. 
L'activation de Akt est dependante de sa phosphorylation sur deux acides amines (T308 et 
S473) (Manning et Cantley, 2007). Nous avons seulement etudie sa phosphorylation sur 
S473. II est probable que DLK puisse avoir un impact sur la phosphorylation de Aktl en 
T308 seulement, mais plusieurs etudes stipulent que la S473 serait le dernier evenement 
precedent l'activation de Aktl (Thrash et al, 2006; Manning et Cantley, 2007). Done, il est 
peu probable que DLK affecte l'activation de Aktl dans les keratinocytes en differenciation. 
II est possible que DLK soit associee a l'activation de NF-KB par 1'intermediate de la sous-
unite RelA du facteur de transcription NF-KB. Cependant, DLK module seulement les 
niveaux de RelA dans les keratinocytes en culture apres plusieurs jours de differenciation. La 
forme cytoplasmique inactive de la proteine RelA est presente dans les couches basales et 
epineuses de l'epiderme humain, de facon decroissante (Takao et al, 2003). Sa translocation 
au noyau a ete observee dans certaines cellules de la lame basale chez la souris (Takeda et 
al, 1999). Une autre sous-unite de NF-KB, la proteine p50, a le meme patron d'expression a 
1'exception que sa localisation nucleaire est observee dans les cellules de la couche 
granuleuse de l'epiderme humain (Seitz et al, 1998). Les donnees associant un role 
epiderme-specifique aux composants de la cascade d'activation de NF-KB sont de plus en 
plus importantes (Li et al, 1999; Schmidt-Supprian, et al, 2000; Adler et al, 2007). 
Plusieurs travaux associent un role de NF-KB dans le controle du signal d'arret de la 
proliferation vers le debut de la differenciation (Kaufman et Fuchs, 2000; Bell et al, 2003; 
Zhang et al, 2005a). Mais peu de choses sont connues sur le role de l'activation de NF-KB 
dans les stades plus tardifs de differenciation. DLK semble moduler RelA seulement plus 
tard durant la differenciation des keratinocytes en culture. L'accumulation de DLK serait 
correlee avec son action sur RelA pendant la differenciation terminale. Le knock-down de 
DLK pourrait destabiliser la transition entre 1'arret de la proliferation et la differenciation 
terminale dans les couches suprabasales de l'epiderme. 
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Dans les keratinocytes en culture, 1'arret de la proliferation par NF-KB est associe a 
l'induction de l'inhibiteur de kinases dependantes de cyclines (CDK) p21Cipl( Seitz et al, 
2000). La surexpression de DLK induit aussi la proteine p21Cipl dans les keratinocytes 
humains en culture (Robitaille et al, 2005). L'expression des genes controlee par le facteur 
de transcription NF-KB a ete comparee dans les keratinocytes et les fibroblastes provenant du 
derme de la peau humaine (Hinata et al, 2003). La modulation des genes est divergente dans 
ces deux types cellulaires. Par exemple, p21cipl regule l'arret de la croissance dans les 
fibroblastes comme dans les keratinocytes, mais p21clpl est seulement regulee par NF-KB 
dans les keratinocytes (Hinata et al, 2003). II a ete montre que dans les souris IicBa"7", ou N F -
KB est active constitutivement, l'hyperproliferation et la reponse inflammatoire au niveau de 
l'epiderme sont en partie induites par les cellules du derme. La deletion embryonnaire de 
IKBOI contrairement au knockout epiderme-specifique de IKBOC induit la secretion de 
l'interleukine 1-ip (IL-ip) et de l'interferon gamma (IFN-y) (Rebholz et al, 2007). 
L'inactivation du gene de DLK chez la souris souligne l'importance de la kinase pour le 
maintien de l'epiderme. Puisque DLK est aussi exprimee dans les monocytes et les cellules 
dendritiques (Handley et al, 2007), il devient pertinent de tenter de depleter la proteine 
specifiquement dans les cellules de l'epiderme afin de preciser son role dans la formation et 
le maintien de la peau. 
4.7. La diminution de l'expression de DLK par des ARN interferents dans des peaux 
reconstruites in vitro 
Nous avons remarque un defaut dans la differenciation des keratinocytes humains suivant la 
depletion de DLK par l'approche de l'ARN a interference. Sachant que le KO de DLK chez 
la souris affectait la couche cornee de l'epiderme, mais que, in vitro, les keratinocytes 
humains en culture ne pouvaient pas former de couche cornee comparable a celle retrouvee 
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sur la peau humaine, nous avons transpose l'approche de l'ARN a interference a un modele 
de peaux humaines reconstruites in vitro. La technique des peaux reconstitutes repose sur la 
formation d'un equivalent dermique constitue d'une couche epaisse de fibroblastes suivi de 
rensemencement de keratinocytes humains sur ce derme synthetique et finalement de la 
differentiation complete du feuillet de keratinocytes. Ce modele est particulierement 
interessant puisqu'il permet la formation de la couche cornee d'une maniere tres similaire a 
la peau humaine et ce, a partir du moment ou les keratinocytes sont exposes a l'air. La 
depletion de DLK est achevee par 1'infection de la couche de keratinocytes humains adheree 
sur P equivalent dermique avec les lentivirus codant pour deux shRNA ciblant la forme 
humaine de PARNm de DLK, en parallele Pinfection d'un virus controle codant pour un 
shRNA contre la forme murine de PARNm et le rincage par le vehicule utilise pour 
Pinfection. Les peaux reconstruites sont analysees quelques jours apres l'exposition de la 
couche de keratinocytes a Pair. 
La premiere constatation emanant de cette experience est que les peaux infectees par les 
shRNA DLK1 et DLK2 n'ont aucune couche cornee. La couche cornee est coloree en rouge 
(figure 23, p.90). De plus, Pepaisseur de toute la couche epidermique est reduite 
comparativement aux controles. Particulierement dans les peaux infectees par les shRNA 
DLK1 et DLK2, Padherence des cellules entre elles est affectee puisqu'il y a un vide 
important entre les cellules situees normalement dans la couche epineuse (figure 23, p.90). 
Le shRNA controle mDLK2 affecte d'une maniere moindre que les shRNA DLK1 et 2 
Pepaisseur de Pepiderme et Padherence des keratinocytes de la couche epineuse, mais il 
serait important d'utiliser un autre controle dans les prochaines experiences. Nos evaluations 
dans les cellules en culture nous ont amenes a choisir le shRNA mDLKl comme controle au 
lieu du shRNA mDLK2. En comparant, les epidermes reconstruits depletes de DLK a ceux 
obtenus des souris KO presentes en introduction, il est interessant de noter que Pepiderme 
infecte par le vecteur lentiviral codant pour le shRNA DLK1 ressemble a Pepiderme de la 
souris knockout pour IKKa (figure 9A, p.24). Aussi, Pinfection du vecteur lentiviral codant 
pour le shRNA DLK2 induit un changement morphologique s'apparentant a celui induit par 
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le knockout des genes JNK1 (figure 8A. p. 19), Aktl/Akt2 (figure 9D, p.24) et la diminution 
de l'expression de Mekl/Mek2 par des ARN interferents (figure 8D, p. 19). 
Figure 23. Les shRNA DLK1 et DLK2 affectent la cornification et le maintien de 
l'epiderme humain reconstruit. Les peaux reconstruites ont ete traitees avec soit du milieu 
de culture sans particules virales (Peau reconstruite rincee) ou avec des lentivirus codant pour 
des petits ARN interferents ciblant les formes humaines de DLK (shRNA hDLKl et shRNA 
hDLK2) ainsi qu'un lentivirus controle ciblant la forme murine de DLK (shRNA mDLK2). 
Les peaux reconstruites ont ete colorees au trichrome de Masson avant d'etre observees au 
microscope. Germain et al, resultat non publie. 
Ces premiers resultats decoulant de l'approche developpee dans notre laboratoire et 
appliquee au LOEX permettent de confirmer le role preponderant de DLK dans l'epiderme. 
Aussi, les similitudes entre les nombreux defauts dans les epidermes infectes par les shRNA 
DLK1 et DLK2 confirment nos resultats suggerant une participation de DLK dans la 
formation des desmosomes, dans 1'activation precoce de l'activite transglutaminase et 
possiblement dans le controle de la proliferation des keratinocytes. Puisqu'il est possible de 
recreer des modeles de peaux reconstruites a partir de cellules psoriasiques (Jean et al, 2008) 
ou meme de pemphigus (Regnier et al, 1990), l'approche utilisee ici peut non seulement 
fournir de nouvelles evidences sur la fonction de DLK dans la differenciation des 
keratinocytes normaux et la survie des keratinocytes transformes, mais aussi permettre 
l'etude de son role dans diverses pathologies epidermiques. 
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CONCLUSION 
La realisation de ce projet de maitrise a permis de confirmer le role de la kinase DLK dans la 
differentiation des keratinocytes par une nouvelle approche. La depletion de DLK par l'ARN 
a interference a ouvert de nouvelles facettes illustrant les consequences de la depletion de 
DLK. En somme, Taction de DLK dans la differentiation des keratinocytes est orchestree tot 
suivant l'induction du processus. La diminution de l'expression de DLK par ARN 
interferents diminue de 30% l'activite transglutaminase totale deux jours apres le debut de la 
differentiation. A ce moment, les cellules infectees avec un vecteur vide lentiviral forment un 
feuillet de cellules differenciees retenu par des jonctions adherentes de type desmosome. Les 
keratinocytes infectees par un vecteur lentiviral ciblant TARNm de DLK ont tres peu de 
desmosomes et se detachent plus facilement suite a un traitement a la trypsine que les cellules 
controles. Bien que la diminution de l'expression de DLK par ARN interferents affecte la 
differentiation des keratinocytes, nous n'observons pas de changement majeur sur les 
niveaux de phosphorylation des MAPK au debut ou plus tard durant la differentiation. Ceci 
peut etre du a un mecanisme de compensation puisque l'ADN des keratinocytes est degrade 
plus rapidement lorsque DLK est depletee et l'activite transglutaminase totale est accrue plus 
tard durant la maturation des keratinocytes. Aussi, DLK est le mediateur d'une reponse plus 
tardive dans la differentiation puisque sa depletion est correlee avec la diminution de la sous-
unite RelA du facteur de transcription NF-KB. En parallele, pour mieux comprendre l'effet de 
DLK sur la generation de l'epiderme, nous avons amorce l'analyse des consequences de la 
depletion de DLK par l'ARN a interference sur les peaux humaines reconstruites en 
collaboration avec la Dre. Lucie Germain du LOEX. 
Les premieres donnees provenant du LOEX indiquent que DLK est effectivement importante 
pour l'adhesion des feuillets de la peau. Comme dans nos resultats sur les keratinocytes en 
culture, les peaux infectees par les lentivirus exprimant les shRNA DLK1 et DLK2 ont un 
probleme d'adherence visible a partir la couche epineuse. Les trous dans les epidermes 
reconstruits DLK1 et DLK2 rappellent le phenotype histologique de la maladie auto-immune 
Pemphigus (figure 13, p.29). Aussi, comme dans le cas de l'epiderme de la souris DLK"A la 
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couche epidermique est plus mince. Finalement, il n'y a aucune production de couche cornee 
apres l'infection des lentivirus DLK1 et DLK2 dans la peau reconstitute. 
De nouvelles donnees recueillies pendant la mise au point de la diminution de l'expression de 
DLK par ARN interferents dans une lignee de keratinocytes transformes a permis de relever 
une fonction nouvelle de la proteine dans la survie des keratinocytes transformes. Dans la 
lignee de carcinome epidermoi'de humaine A431, la depletion de DLK affecte intensement 
leur survie. En mesurant la distribution des cellules dans le cycle cellulaire par cytometric de 
flux, nous avons montre que les shRNA DLK1, DLK2 et DLK3 induisaient 1'accumulation 
des cellules dans le stade sub-Gl. La detection de la forme clivee du substrat des caspases, la 
proteine PARP, a correle l'effet observe en cytometric de flux avec une induction spontanee 
de l'apoptose suite a la depletion de DLK. En comparaison, la diminution de l'expression de 
DLK par ARN interferents dans des fibroblastes du derme humain non-transformes n'induit 
pas d'accumulation en sub-Gl et aucun clivage de la PARP n'est detecte. Dans les A431, la 
depletion de DLK est correlee avec l'activation de JNK, la depletion de Hsp70 et de RelA. 
L'apoptose induite par la depletion de DLK dans les A431 est corroboree par la 
surexpression de deux mutants de DLK sans activite kinase. L'effet induit par DLK sur RelA 
est perdu par la surexpression du mutant ampute du domaine kinase contrairement a celui 
mute sur le residu liant l'ATP. Globalement, ces resultats montrent un nouveau role de la 
proteine kinase dans une lignee de cancer epidermique et suggerent que l'activite de DLK est 
importante pour la survie de ces cellules. 
En resume, nous avons appuye les premiers resultats associant un role a la proteine kinase 
DLK dans la differenciation des keratinocytes par l'etude de sa fonction specifique dans la 
differenciation des keratinocytes, dans la formation de la peau humaine et dans la survie 
d'une lignee de cancer de la peau. La suite de ces travaux sera interessante puisque les 
mecanismes entourant la fonction de DLK dans le tissu epidermique restent a decouvrir. 
L'effort de recherche visant la comprehension de ces mecanismes pourra eventuellement 
mener a la caracterisation de nouvelles voies de signalisation importante pour le maintien et 
la formation de la peau et ultimement une meilleure comprehension des pathologies cutanees. 
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